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ABREVIATURAS 
AGE Advanced glycation end-products (Productos de glicosilación avanzada) 
bHLH Basic helix-loop-helix (Hélice-bucle-hélice básica) 
BMP Bone morphogenetics protein (Proteína morfogénica ósea) 
CAPD 
Continuous ambulatory peritoneal dialysis (Diálisis peritoneal 
ambulatoria continuada) 
COX-2 Cyclooxygenase-2 (Ciclooxigenasa-2) 
CSC Cancer stem cell (Célula madre tumoral) 
E-CDH E-Cadherina 
ECM Extracellular matrix (Matriz extracelular) 
EGF Epidermal growth factor (Factor de crecimiento epidérmico) 
EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 
EndMT Endothelial-Mesenchymal Transition 
Erk 
Extracellular signal-regulated kinase (Quinasa regulada por señal 
extracelular) 
FGF Fibroblast growth factor (Factor de crecimiento de fibroblastos) 
FN Fibronectina 
FSP-1 Fibroblast-specific protein-1 (Proteína específica de fibroblasto 1) 
GDP Glucose degradation products (Productos de degradación de la glucosa) 
GSK-3β Glycogen synthase kinase 3β Gglucógeno sintasa quinasa 3β) 
HPMCs 
Human peritoneal mesothelial cells (Células mesoteliales peritoneales 
humanas) 
ICAM-1 Intercellular adhesión molecule-1 (Molécula de adhesión intercelular-1) 
IKK Inhibitor of κB kinase (Inhibidor de la quinasa κB) 
IL Interleucina 
INF-γ Interferon-γ (Interferón-γ) 
JNK Jun amino-terminal kinase (Quinasa amino terminal Jun) 
LFA1 
Lymphocyte funtion-associated antigen-1 (Antígeno 1 asociado a 
función linfocitaria) 
MAP Mitogen-activated protein (Proteína mitógeno activada) 
MAPK MAP kinase (MAP quinasa) 
MET Mesenchymal-Epithelial Transition 
MMP Metaloproteinasa 
MMT Mesothelial-Mesenchymal Transition 
MSC Mesenchymal stem cell (Célula madre mesenquimal) 
mTORC Mammalian target of rapamycin (Diana de mamífero a rapamicina) 
N-CDH N-Cadherina 
NF-κB 
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor 
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas) 
PAI 
Plasminogen activator inhibitor (Inhibidor del activador de 
plasminógeno) 
PDGF 
Platelet-derived growth factor (Factor de crecimiento derivado de 
plaquetas) 
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PET Peritoneal equilibrarion test (Test de equilibrio peritoneal) 
PI3K Phosphoinositide 3 kinase (Fosfoinositol 3 quinasa) 
PMN Polymorphonuclear (Polimorfonuclear) 
RAGE Receptor for AGE (Receptor de AGE) 
ROS Reactive oxygen species (Especias reactivas del oxígeno) 
TAB TAK-associated binding protein (Proteína de unión asociada a TAK) 
TAK1 TGF-β-activated kinase 1(Quinasa activada por TFG-β) 
TEM Transición Epitelio Mesenquimal 
TEndM Transición Endotelio Mesenquimal 
TGF-β Transforming growth factor-β (Factor de crecimiento transformante) 
TME Transición Mesenquimo Epitelial 
TMM Transición Mesotelio Mesenquimal 
TNF-α Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral-α) 
tPA Tissue plasminogen activator (Activador tisular del plasminógeno) 
TRAF6 
Tumour necrosis factor receptor-associated factor 6 (Factor 6 asociado 
al receptor de factor de necrosis tumoral) 
uPA 
Urokinase plasminogen activator (Activador del plasminógeno 
uroquinasa) 
VCAM-1 
vascular cell adhesion molecule-1 (molécula de adhesión celular 
vascular-1) 
VEGF 
Vascular endothelial growth factor (Factor de crecimiento del endotelio 
vascular) 
ZEB Zinc finger E-box binding homeobox 
ZO-1 Zonula Occludens 
α-SMA alpha Smooth muscle actin (Actina de músculo liso alfa) 
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ABSTRACT 
 
TITLE: ANALYSIS OF GENETIC FINGERPIRNT OF MESOTHELIAL-
MESENCHYMAL TRANSITION: CHARACTERIZATION OF NEW MARKERS 
IN PERITONEAL DIALYSIS. 
 
INTRODUCTION: The mesothelium mesenchymal transition (MMT) is a 
biological process involved in physiological and pathological processes. 
Mesothelial cells (MC) lose their characteristics and acquire a mesenchymal 
phenotype with invasive capacity. This phenomenon is involved in membrane 
damage during peritoneal dialysis; a renal replacement therapy that includes 
the introduction of a dialysis fluid in the peritoneal cavity and through the 
peritoneal membrane, removing excess water and small solutes. Therefore, if 
we find biomarkers of MMT, we can improve treatment. 
 
OBJECTIVES: To determine the genetic fingerprint of the MMT by microarray, 
using mesothelial cells obtained from patients on peritoneal dialysis (PD) and 
omentum-derived mesothelial cells transdifferentiated in vitro. To validated a 
number of selected markers by qPCR, and determination proteins in cell culture 
supernatants, to establish the clinical value of some of the biomarkers 
measured in the PD effluents. 
 
METHODOLOGY: microarrays were used to establish the genetic fingerprint of 
the MMT in MC obtained from omentum or effluents. RT-qPCR was used to 
validate the data. mRNA extraction of MC, RT-qPCR and protein determination 
by ELISA were performed to analyze these results respect the clinical 
parameters. A functional analysis was performed to find significant annotations. 
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RESULTS: The genetic fingerprint of MMT in MCs of PD patients (ex vivo) and 
in MCs transdifferentiated in vitro was performed. In vitro model 141 induced 
and 270 repressed genes were obtained when genes were compared with 
control omentum MCs. In ex vivo model, two phenotypes were defined, an early 
MMT state (Epithelioid phenotype), and an advanced MMT state (Non-
Epithelioid phenotype). In Epithelioid phenotype 136 induced and 279 
repressed genes change their expression when it was compared with a MCs 
derived from omentum, and in Non-Epithelioid phenotype 365 induced and 791 
repressed genes were obtained. 68 induced and 202 repressed genes were 
common in both phenotypes. The number of genes that change their genetic 
expression in Non-Epithelioid phenotype compared with the Epithelioid 
phenotype was 130 induced and 238 repressed genes. In all cases, the number 
of repressed genes was greater than induced genes and the number of change 
their expression in Non-Epithelioid phenotype was greater than the Epithelioid 
phenotype. 
 Comparing both models, 21 induced and 79 repressed genes were 
commonly expressed in Non-Epithelioid, Epithelioid and in vitro model; 23 
induced and 80 repressed genes were common expressed in Epithelioid and in 
vitro model; and 79 induced and 150 repressed genes were common expressed 
in Non-Epithelioid and in vitro model. Thse results indicated that exist a partial 
overlapping in the differential gene expression between in vitro and ex vivo 
models and that the MMT is, essentially, a repressive process of gene 
expression.  
 Cluster analysis was performed with the genetic fingerprint, and this 
analysis classified correctly the samples in Epithelioid or Non-Epithelioid 
phenotypes. So, the genetic fingerprint can be used to distinguish between an 
early MMT stage and an advanced MMT state. 
 Functional analysis showed significant annotations related with the MMT 
process. In Epithelioid phenotype was repressed development process. In Non-
Epithelioid phenotype were induced annotations implicated in migration, cell 
motility, angiogenesis, vessels formation and VEGF production; and repressed 
epithelial development or cell adhesion. 
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 45 genes were selected to validate the microarray studies. By RT-qPRC 
of these genes, 17 were selected for studies of clinical parameters on patients 
in PD and clinical parameters. When mRNA were grouped by Epithelioid or 
Non-Epithelioid phenotype, CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, 
TFPI2, THBS1, VEGFA, CDH1, KDR and THBD showed significant differences. 
mRNA were grouped by biocompatibility of PD fluids and CDH13, COL6A3, 
COL13A1, KRT34, THBS1, VEGFA, AQP1 and CDH1 presented significant 
differences between bioincompatible and biocompatible fluids. CDH13, 
COL6A3, COL13A1, GREM1, MMP1 and THBS1 correlated directly with 
ultrafiltration. 
 Proteins were analyzed in plasma of patients PD and in supernatant of 
effluents-derived-MCs cultures. Samples were grouped by Epithelioid or Non-
Epithelioid phenotype and only MMP1 in plasma, and TSP1, VEGF, MMP1, 
CDH13 and GREM1 in supernatant showed statistically significant differences. 
 Also presented statistically significant differences in TSP1 measured in 
patient effluents when the protein was grouped by Epithelioid and Non-
Epithelioid phenotype, and Cr-MTC<11 or Cr-MTC>11; and correlated directly 
with the elongation of the cells. VEGF in effluents showed statistically difference 
when samples were grouped by Epithelioid and Non-Epithelioid phenotype, Cr-
MTC<11 and Cr-MTC>11, and bioincompatible and biocompatible PD fluids. 
VEGF correlated directly with elongation of the cells and TSP1 in effluents. 
 
CONCLUSIONS: MMT is a repressive process; number of repressed genes is 
greater than the induced genes. Number of differential expressed genes in Non-
Epithelioid phenotype is greater than Epithelioid phenotype. Genetic change 
increased with progression of MMT. Exist a partial overlap between the 
fingerprint of in vitro and ex vivo models. Genetic fingerprint group samples in 
Epithelioid or Non-Epithelioid phenotype in good manner, these genes can be 
used to distinguish between early or advanced MMT state. CD44, CDH13, 
COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, TFPI2, THBS1, VEGFA, CDH1, KDR and 
THBD showed different expression between Epithelioid and Non-Epithelioid 
phenotype and can be biomarkers of MMT progression. CDH13, COL6A3, 
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COL13A1, KRT34, MMP1, THBS1, VEGFA and CDH1 showed different 
expression between bioincompatible and biocompatible fluids, these molecules 
can be markers of peritoneal membrane damage. CDH13, COL6A3, COL13A1, 
KRT34, MMP1, THBS1 and VEGFA correlated between them. This indicate a 
strong relation one which others and their possible importance in MMT. TSP1 
and VEGF in patient effluents can be used as biomarker of MMT and peritoneal 
damage. GREM1 in effluents can be a marker of MMT. We proposed that 
CDH13, COL6A3, COL13A1, MMP1, GREM1, THBS1/TSP1 and VEGF can be 
used as biomarkers of MMT and used in develop of diagnostic chip of functional 
state of peritoneal membrane in patients in PD. 
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RESUMEN 
 
TÍTULO: ANÁLISIS DE LA HUELLA GENÉTICA DE LA TRANSICIÓN 
MESOTELIO MESENQUIMAL: CARACTERIZACIÓN DE NUEVOS 
MARCADORES EN DIÁLISIS PERITONEAL. 
 
INTRODUCCIÓN: La transición mesotelio mesenquimal (TMM) es un proceso 
biológico implicado en procesos fisiológicos y patológicos. Las células 
mesoteliales (CM) pierden sus características y adquieren un fenotipo 
mesenquimal con capacidad invasiva. Este fenómeno está implicado en el 
daño de membrana durante la diálisis peritoneal, un tratamiento de sustitución 
renal consistente en la introducción de un líquido de diálisis en la cavidad 
peritoneal y gracias a la membrana peritoneal, eliminar el exceso de agua y 
pequeños solutos. Por este motivo, si encontramos buenos biomarcadores de 
TMM podríamos mejorar el tratamiento. 
 
OBJETIVOS: Determinar la huella genética de la TMM por microarrays de 
células mesoteliales obtenidas de pacientes en diálisis peritoneal (DP) y células 
mesoteliales de omento transdiferenciadas in vitro. .Validación de un número 
de marcadores seleccionados de los estudios de microarrays por qPCR y 
determinación de la proteína en sobrenadantes de cultivo celular, establecer el 
valor clínico de algunos de los biomarcadores medidos en el efluente de lso 
pacientes en DP. 
 
METODOLOGÍA: Se emplearon microarrays para establecer la huella genética 
de la TMM en CM obtenidas a partir de omentos o efluentes. RT-qPCR se 
utilizó para validar estos datos. La extracción de ARNm de CM, RT-qPCR y 
determinación de proteína mediante ELISA se realizaron para analizarlo 
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respecto los parámetros clínicos. Se realizó un análisis funcional para encontrar 
anotaciones significativas. 
 
RESULTADOS: Al determinar la huella genética de TMM en CM de pacientes 
en DP (ex vivo) y CM transdiferenciadas in vitro, este modelo mostró 141 genes 
inducidos y 270 reprimidos cuando se comparaó con CM de omento. En el 
modelo ex vivo, dos fenotipos fueron definidos, un estado temprano 
(Epitelioide), y un estado avanzado (No Epitelioide). En Epitelioide, 136 genes 
inducidos y 279 reprimidos cambiaron su expresión al comparar con CM 
derivadas de omento. En No Epitelioide fueron 365 genes inducidos y 791 
reprimidos. 68 genes inducidos y 202 reprimidos fueron comunes en ambos. El 
número de genes que cambian su expresión en No Epitelioide respecto 
Epitelioide fue 130 genes inducidos y 238 reprimidos. En todos los casos, el 
número de genes reprimidos fue mayor que inducidos y los genes que cambian 
su expresión en No Epitelioide fue mayor que en Epitelioide. 
 Al comparar ambos modelos, 21 genes inducidos y 79 reprimidos eran 
comunes en No Epitelioide, Epitelioide e in vitro; 23 genes inducidos y 80 
reprimidos eran comunes en Epitelioide e in vitro; y 79 genes inducidos y 150 
reprimidos eran comunes en No Epitelioide e in vitro. El número de genes 
reprimidos es mayor que inducidos. Esto indica que existe un solapamiento 
parcial en la expresión génica diferencial entre in vitro y ex vivo y que la TMM 
es, esencialmente, un proceso represor de genes. 
 El análisis de agrupamiento clasificó correctamente las muestras en 
Epitelioide o No Epitelioides. Esta huella genética se puede utilizar para 
distinguir entre una etapa temprana y un estado avanzado de la MMT. 
 El análisis funcional mostró anotaciones significativas relacionadas con 
la TMM. En Epitelioide fueron reprimidos procesos de desarrollo. En No 
Epitelioide fueron inducidas anotaciones implicados en migración, motilidad 
celular, angiogénesis, formación de vasos y producción de VEGF; y en 
reprimidos el desarrollo epitelial o la adhesión celular. 
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 45 genes fueron seleccionados para validar los microarrays. De estos, 
17 fueron escogidos para estudios en pacientes en DP y parámetros clínicos. 
Cuando el ARNm se agrupó por Epitelioide o No Epitelioide, CD44, CDH13, 
COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, TFPI2, THBS1, VEGFA, CDH1, KDR y 
THBD mostraron diferencias significativas. Cuando se agrupó según 
biocompatibilidad del líquido, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, THBS1, 
VEGFA, AQP1 y CDH1 presentaron diferencias significativas entre 
bioimcompatible y biocompatibles. CDH13, COL6A3, COL13A1, GREM1, 
MMP1 y THBS1 mostraron una correlación directa con la ultrafiltración. 
 Las proteínas se analizaron en el plasma de pacientes en DP y en 
sobrenadante de CM de efluentes. Las muestras se agruparon en Epitelioide o 
No Epitelioide y sólo MMP1 en el plasma, y TSP1, VEGF, MMP1, CDH13 y 
GREM1 en sobrenadante mostraron diferencias significativas. 
 También presentaron diferencias significativas TSP1 en efluentes 
cuando la proteína se agrupa en Epitelioide y No Epitelioide, y Cr-MTC<11 o 
Cr-MTC>11; y correlacionó directamente con la elongación celular. VEGF en 
los efluentes mostró diferencias en Epitelioide y No Epitelioide, Cr-MTC<11 y 
Cr-MTC>11, y líquidos bioincompatibles y biocompatibles. VEGF correlaciona 
directamente con la elongación celular y TSP1 en efluentes. 
 
CONCLUSIONES: la TMM es un proceso represivo; el número de genes 
reprimidos es mayor que los inducidos. Los genes diferencialmente expresados 
en No Epitelioide son mayores que en Epitelioide. Los cambios genéticos 
aumentaron con la progresión de la TMM. Existe un solapamiento parcial entre 
los modelos in vitro y ex vivo. Las muestras se agrupan en Epitelioide o No 
Epitelioide correctamente; estos genes se pueden utilizar para distinguir entre 
TMM temprana o avanzada. CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, 
MMP1, TFPI2, THBS1, VEGFA, CDH1, KDR y THBD mostraron diferente 
expresión entre Epitelioide y No Epitelioide, pueden ser biomarcadores de 
progresión de TMM. CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, THBS1, 
VEGFA y CDH1 mostraron diferente expresión entre liquidos bioincompatibles 
y biocompatibles, pueden ser marcadores de daño de membrana peritoneal. 
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CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, THBS1 y VEGFA correlacionan 
entre ellos, indicando una fuerte relación entre ellos y su posible importancia en 
la TMM. TSP1 y VEGF en efluentes de pacientes se pueden utilizar como 
biomarcadores de TMM y daño peritoneal. GREM1 en efluentes puede ser un 
biomarcador de TMM. Proponemos que CDH13, COL6A3, COL13A1, MMP1, 
GREM1, THBS1/TSP1 y VEGF se pueden utilizar como biomarcadores de 
TMM y utilizar para desarrollar un chip diagnóstico del estado funcional de la 
membrana peritoneal en pacientes en DP. 
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1. TRANSICIÓN MESOTELIO MESENQUIMAL 
 
1.1. DEFINICIÓN Y CARACTERÍSTICAS GENERALES 
 
 Fue en 1982 cuando Gary Greenburgh y Elizabeth D. Hay1 describieron 
por primera vez lo que más delante se denominaría como Transición Epitelio 
Mesenquimal (TEM) o Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT). De forma 
general, este proceso biológico puede definirse como la pérdida de las 
características propias de una célula epitelial adquiriendo en su lugar las 
cualidades típicas de una célula mesenquimal. Sin embargo, este cambio no es 
irreversible y mediante el proceso de la Transición Mesenquimo Epitelial (TME) 
o Mesenchymal-Epithelial Transition (MET) una célula mesenquimal puede 
recuperar su estado epitelial original2. 
 Pero la célula epitelial no es la única que puede sufrir estos cambios en 
sus características. Podemos partir de una célula endotelial, en cuyo caso 
hablaremos de Transición Endotelio Mesenquimal (TEndM) o Endothelial-
Mesenchymal Transition (EndMT)3; o de una célula mesotelial, refiriéndonos 
entonces a este fenómeno como Transición Mesotelio Mesenquimal (TMM) o 
Mesothelial-Mesenchymal Transition (MMT)4. 
 Las células mesoteliales se originan en el mesodermo, presentando 
características propias de células epiteliales y células endoteliales, como son la 
polaridad apico-basal, la presencia de microvellosidades en la parte apical, la 
existencia de uniones intercelulares en los contactos célula a célula, o el 
descansar sobre una membrana basal. Las células presentan un aspecto 
redondeado, más o menos poligonal, denominado empedrado5,6. Debido a 
estas similitudes con la célula epitelial, hay autores que consideran a la célula 
mesotelial como una célula epitelial especializada7 y es común encontrar 
trabajos en los que se habla de Transición Epitelio Mesenquimal de las células 
mesoteliales en vez de Transión Mesotelio Mesenquimal, siendo este un 
término de uso más reciente. 
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 La MMT (Figura 1) es un proceso complejo en el que se ven envueltos 
multitud de diversos factores. En primer lugar se produce una pérdida de las 
uniones intercelulares debido a la disminución en la expresión de las proteínas 
que forman dichas uniones, tales como E-cadherina (E-CDH), Ocludina, 
Claudina, Zonula Occludens-1 (ZO-1). También es característica la disminución 
de citoqueratinas. Se produce una pérdida de las microvellosidades apicales y 
debido a una reorganización del citoesqueleto se pierde la polaridad apico-
basal típica de las células mesoteliales, adoptando una morfología de tipo 
mesenquimal o fibroblastoide. A la vez, su produce un aumento en la expresión 
de proteínas tales como Fibronectina (FN), Vimentina, Colágeno I y III, Proteína 
específica de fibroblasto-1 (Fibroblast-specific protein-1; FSP-1), Actina de 
musculo liso alfa (alpha-smooth muscle actin; α-SMA), N-Cadherina (N-CDH) y 
Snail-1. Aumenta la producción proteínas de matriz extracelular (Extracelluar 
matrix; ECM) y metaloproteinasas (MMPs), lo que produce una degradación de 
la membrana basal, confiriendo capacidad invasiva a la célula8-13 (Figura 2). 
 
 
Figura 1: Proceso general de la Transición Mesotelio Mesenquimal (MMT). 
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Figura 2: Cultivos de células mesotelialiles peritoneales humanas obtenidas a partir de 
efluentes de pacientes en diálisis peritoneal. A: fenotipo empedrado o cobblestone, propio de 
células mesoteliales normales. B: fenotipo mesenquimal o fibroblastoide, característico de 
células que sufren una MMT. 
 
Moléculas promotoras 
de la transición 
Marcadores 
mesoteliares 
Marcadores 
mesenquimales 
TGF-β1 E-cadherina N-cadherina 
FGF-2 Citoqueratinas Snail 
EGF Claudinas FSP-1 
Ang 2 Ocludinas TGF-β1 
PDGF Calretinina Fibronectina 
IL-1 ZO-1 Colágeno I y III 
AGE WT1 α-SMA 
MMP2 y 3 VEGFR2 VEGF 
Colágeno I ICAM-1 MMP2 y 9 
  NRP1 
  PAI-1 
Tabla 1: Principales promotores y marcadores de transición mesotelio mesenquimal. 
 
 Existen diversas moléculas capaces de inducir MMT actuando a través 
de distintas rutas metabólicas, entre los que cabe destacar: Factor de 
crecimiento transformante-β (Transforming growth factor-β; TGF-β), Factor de 
crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor; FGF), Factor de 
crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor; EGF), Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (Platelet-derived growth factor; PDGF), Angiotensina II, 
Inteleucina-1 (IL-1), Productos de glicosilación avanzados (Advanced glycation 
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end-products; AGE), MMP-2 y 3, Colágeno I14. Estas moléculas producen un 
aumento de factores de transcripción en el núcleo de la célula, como Snail1 y 2, 
ZEB1 y 2, o Twist, que se encargan de regular los genes involucrados en la 
MMT (Tabla 1). Dado que in vivo estas moléculas inductoras de MMT no se 
presentan aisladas y que se establecen relaciones complejas entre ellas, es 
difícil determinar la contribución de cada una de ellas a este proceso.  
 
1.2. SEÑALIZACIÓN MEDIANTE TGF-β: RUTAS CANÓNICA Y NO 
CANÓNICAS 
 
 El TGF-β es uno de los inductores de MMT más estudiados. Pertenece a 
una superfamilia de proteínas, entre las que se incluyen las Proteínas 
morfogénicas óseas (Bone morphogenetics proteins; BMPs), presentando tres 
isoformas, TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3. El receptor de TGF-β está formado por 
dos pares de receptores Serina/Treonina quinasas, denominados receptores 
Tipo I y Tipo II, los cuales tienen diferentes subtipos que se combinan de 
distintas formas en función del miembro de la superfamilia del TGF-β al que se 
unan. En humanos existen siete receptores Tipo I, siendo el denominado 
TGFBRI (también conocido como ALK5 o TβRI) el que une específicamente a 
TGF-β; mientras que hay cinco receptores Tipo II, siendo que TGFBRII el que, 
junto con el TGFRI, forma el receptor de TGF-β. 
 En la ruta canónica o dependiente de Smads (Figura 3), cuando el TGF-
β se une al receptor Tipo II, forma un complejo con el receptor Tipo I. Debido a 
la proximidad a la que se encuentran, el receptor Tipo II fosforila al receptor 
Tipo I en su región citoplasmática, adquiriendo su forma activada y fosforilando 
a su vez el complejo Smad2/3 (Si se hubiera unido BMP al receptor, se habría 
fosforilado Smad1, 5, 8 e iniciado una cascada de señalización distinta). De 
forma genérica, a este grupo de proteínas Smad activadas por el receptor se 
les denomina Receptor-regulated Smad (R-Smad). Una vez fosforilado 
Smad2/3, se une a Smad4 (Common-mediator Smad; Co-Smad), permitiendo 
la acumulación de este nuevo complejo proteico en el núcleo celular, donde se 
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le unen diversos factores de transcripción y cofactores, regulando de esta 
forma la expresión de diversos genes. Entre ellos, estaría la inducción de los 
factores de transcripción Snail1 y Snail2 (también conocido como Slug), los 
cuales reprimen la expresión del gen CDH1 que es el encargado de expresar la 
proteína E-CDH, induciéndose en consecuencia una MMT15-18. Conviene 
destacar otros importantes factores de transcripción que también inducen MMT, 
como ZEB1 (Zinc finger E-box binding homeobox), ZEB2 y Twist (perteneciente 
a la familia de proteínas hélice-bucle-hélice básico o basic helix-loop-helix, 
bHLH)19. 
 
 
Figura 3: Ruta de señalización del TGF-β canónica o dependiente de Smads. 
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 Por otra parte, aunque la ruta de los Smads es la principal forma de 
señalización del TGF-β, dicha molécula también puede actuar mediante otras 
vías, denominadas en conjunto como no canónicas o independientes de Smads 
(Figura 4). 
 Una de estas rutas es mediante la proteína Factor 6 asociado a receptor 
de factor de necrosis tumoral (Tumour necrosis factor receptor-associated 
factor 6, TRAF6) que interactúa con secuencias consenso en TGFBRI, 
uniéndose así al receptor y produciendo la activación de la proteína quinasa 
activada por TGF-β (TGF-β-activated kinase; TAK1). A TAK1 se le unen las 
proteínas de unión asociadas a TAK (TAK-associated binding protein; TAB) 1, 
2 y 3, y mediante las quinasas intermedias MKK3/MKK6, TAK1 produce la 
activación de proteínas tales como la MAP quinasa (MAP Kinase; MAPK) p38, 
la quinasa Jun amino terminal (Jun amino-terminal kinase; JNK) y el inhibidor 
de la quinasa κB (inhibitor of κB kinase; IKK). TAK1 también puede actuar a 
través de la ruta del Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 
de las células B activadas (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells; NF-κB), que acaba activando la síntesis de Snail; o mediante 
las quinasas reguladas por señales extracelulares (extracelular-signal-regulated 
kinases; ERK) 1 y 2, que a su vez también actúan sobre la ruta del NF-κB y 
Snail. 
 Puede darse el caso de que el receptor tipo II fosforile directamente a la 
proteína reguladora de la polaridad celular PAR6 (Partitioning defective 6), la 
cual a su vez, recluta a la proteína SMURF1 (perteneciente a las ubiquitín-
proteín ligasas E3), formándose así un complejo que produce la poli-
ubiquitinización y consecuente degradación en el proteosoma de la GTPasa 
RhoA, lo que produce una desestabilización de las uniones estrechas. 
 Otra forma de actuación del TGF-β es mediante la activación de la 
Fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) a través de la diana de mamífero a rapamicina 
(mammalian target of rapamycin; mTOR) y Akt, bloqueando la actividad de la 
glucógeno sintasa quinasa 3β (glycogen synthase kinase 3β, GSK-3β)15-22 que 
juega un importante labor en la regulación de Snail, pues mediante 
poliubiquitinización, lo marca para la posterior degradación vía proteosoma. 
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Figura 4: Rutas de señalización del TGF-β no canónicas o independientes de Smads. 
 
1.3. PROCESOS BIOLÓGICOS EN LOS QUE INTERVIENE LA 
TRANSICIÓN MESENQUIMAL 
 
 La transición mesenquimal, en sus distintas formas (EMT, MMT, 
EndMT), interviene en muchos y variados procesos del organismo, tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas. 
 
1.3.1. PROCESOS FISIOLÓGICOS 
 
 La transición mesenquimal, en concreto la EMT, juega un papel 
fundamental en el desarrollo del organismo, especialmente durante la 
gastrulación, en la formación de el ectodermo, el mesodermo y el endodermo a 
través de la invaginación del epitelio o de la migración de células epiteliales que 
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han sufrido EMT e invaden el territorio del sub-epiblasto. Para terminar este 
proceso, es necesario una reversión del fenotipo migratorio-invasivo a través 
de la MET, para la formación de una nueva estructura. Dado que este proceso 
de transición está presente en el desarrollo embrionario de invertebrados y 
vertebrados, se considera que la EMT es un proceso altamente conservado a 
nivel evolutivo23-25. 
 Durante la formación de la cresta neural la EMT también juega un papel 
principal. Las células se originan en el pliegue o tubo neural, siguiendo el eje 
rostrocaudal del organismo. Dichas células, a través de la EMT, adquieren 
capacidad de migración, dando origen a distintos derivados, como las 
estructuras craniofaciales, parte del sistema nervioso periférico, algunas células 
endocrinas y melanocitos24,25. 
 En la morfogénesis del corazón se presentan varios ciclos de EMT y 
MET. El primero de ellos consiste en que células cardíacas, después de sufrir 
un proceso de EMT, migran y a través del fenómeno de la MET forman un par 
de epitelios que configuran dos territorios cardiogénicos. Otro ciclo sería el 
involucrado en la formación del revestimiento de células endoteliales que 
recubren el corazón. Un tercero estaría involucrado en la formación del canal 
auriculoventricular a partir de células endoteliales (en este caso sería más 
apropiado hablar de EndMT, dado el origen endotelial de las células que 
realizan la transición). Un último ciclo se produciría cuando células 
mesenquimales que habían sufrido previamente EMT, forman el epicardio al 
revertir el fenotipo migratorio gracias a la MET. Un grupo de estas células 
epicárdicas se separarían del resto, dando origen a células mesenquimales que 
invadirían el sub-epicardio y formarían el músculo liso coronario, células 
endoteliales y fibroblastos cardíacos24,25. 
 Así mismo, también encontramos procesos de EMT (u otros tipos de 
transición mesotelial) en situaciones fisiológicas de respuesta a daño. Durante 
los procesos de cicatrización, los queratinocitos localizados en el borde del 
área dañada, adquieren un fenotipo que recuerda mucho al de las células 
mesenquimales, pues pierden las uniones intercelulares y migran como células 
individuales. Durante el ciclo de menstruación, el epitelio ovárico sufre un 
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proceso parecido a una EMT durante la cicatrización post-ovulación. Incluso 
encontramos estos procesos en la regeneración cardíaca del pez cebra24. 
 
1.3.2. PROCESOS PATOLÓGICOS 
 
 La transición mesenquimal está implicada en diversos procesos 
patológicos, como pueden ser la fibrosis y la metástasis tumoral. Esta 
transición es muy similar a la que se encuentra en los procesos fisiológicos, 
siendo las moléculas y rutas de señalización muy similares en ambos casos24. 
 Cuando se produce un daño en un tejido, ya sea por un origen 
mecánico, mediante un agente irritante o infectivo, se dispara una respuesta 
inflamatoria aguada con el objetivo de eliminar el agente causante de la 
alteración y el tejido dañado. Pero, si este proceso inflamatorio no se resuelve 
correctamente, puede producirse una respuesta inflamatoria crónica que 
conduce a la fibrosis o a una acumulación excesiva de proteínas constituyentes 
de ECM, como por ejemplo, distintos tipos de colágenos, proteoglicanos, 
heparán-sulfato o laminina26. Todo esto conlleva una alteración de la estructura 
del tejido y la pérdida de la función del órgano afectado. 
 En todo este proceso están estrechamente implicados los fibroblastos, 
que son las principales células productoras de matriz extracelular y los cuales 
pueden tener diversos orígenes. Aparte de los fibroblastos residentes, 
podemos encontrar fibroblastos procedentes de los fibrocitos, que son células 
que se originan en la médula ósea27,28, o derivados de células epiteliales 
gracias a la EMT24, o de células endoteliales mediante la EndMT29. Por 
mencionar unos ejemplos, se ha descrito la participación de la EMT en fibrosis 
de hígado y pulmón30,31, la EndMT en la fibrosis cardíaca y renal32,33, y la MMT 
en la fibrosis peritoneal34. 
 Otros procesos patológicos en los que interviene la transición 
mesenquimal en sus distintas formas, son los relacionados con el cáncer y la 
metástasis tumoral. Una vez formado el tumor primario, algunas de las células 
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que lo componen, gracias a la EMT se liberan de la masa tumoral y adquieren 
propiedades invasivas, degradan la membrana basal y gracias a proteasas que 
facilitan la invasión, remodelan la ECM. Así, las células tumorales pueden 
invadir el tejido, ya sea como células individuales o colectivamente formando 
pequeños agregados. Una vez que las células tumorales han invadido los 
tejidos que las rodean, penetran en los vasos sanguíneos o linfáticos, viajando 
en el torrente circulatorio35. Posteriormente las células tumorales se extravasan 
en nuevas localizaciones produciendo micro-metástasis, y mediante la MET, 
proliferan formando el tumor secundario36, produciéndose una remodelación de 
la ECM y la formación de nuevos vasos sanguíneos. 
 Pero la transición mesenquimal no sólo participa en los procesos de 
metástasis, sino que también está implicada en eventos de gran importancia 
para la progresión tumoral. 
 Se ha visto que la EMT favorece la supervivencia de las células e inhibe 
la apoptosis24, así como la muerte celular inducida por la pérdida de la 
adhesión celular35. Snail, que como se ha comentado anteriormente, es un 
factor de transcripción implicado en la inducción de EMT, confiere además 
resistencia a la muerte celular37. 
 Los tumores que sufren un proceso de EMT adquieren resistencia a la 
quimioterapia convencional24, como se ha visto en líneas celulares de cáncer 
de colon que tras la EMT, resisten al oxaliplatin38, y en líneas de cáncer de 
ovario se ha visto que resisten los tratamientos con paclitaxel39. Curiosamente, 
la expresión forzada del microARN (miRNA) miR-200c, que es un regulador 
negativo de la EMT, puede restaurar la sensibilidad a los tratamientos de 
quimioterapia40. 
 En general, la EMT favorece la metástasis, pero no únicamente por el 
aumento de la invasión de las células tumorales, sino también mediante su 
actuación en múltiples mecanismos de inmunosupresión, lo que altera la 
respuesta frente al tumor24. 
 Así mismo, se ha podido comprobar que mediante la EMT, las células 
pueden adquirir características de células madre24. De esta forma, una célula 
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que proveniente de un tumor podría convertirse en una célula madre tumoral 
(cancer stem cell, CSC), formando una pequeña subpoblación de células con 
capacidad auto-regenerativa, presentando un estado de diferenciación primitivo 
y una tasa de replicación lenta. Las CSC se encuentran presentes en múltiples 
tipos de cáncer41. 
 
1.3.3. TIPOS DE TRANSICIÓN MESENQUIMAL 
 
 En función del contexto biológico en el que esté involucrada la transición 
mesenquimal, concretamente la EMT, se puede clasificar en tres tipos: 
 
Tipo I: implicada en la embriogénesis y el desarrollos de los órganos. No causa 
fibrosis ni induce un fenotipo invasivo que se propague por el sistema 
circulatorio. Las células mesenquimales que se generan tienen el potencial de 
formar un epitelio secundario a través del proceso de MET42,43. 
Tipo II: relacionada con procesos de cicatrización, regeneración de tejidos y 
fibrosis. El proceso comienza asociado a un evento de reparación que, 
normalmente, genera fibroblastos. Este tipo de EMT está asociada a 
inflamación y cesa cuando la inflamación se atenúa, como es el caso de la 
cicatrización y la regeneración. Pero en el caso de la fibrosis, la EMT continúa 
en respuesta a una inflamación mantenida, sostenida en el tiempo, llegando a 
ser un proceso de destrucción del órgano. Se puede considerar que la fibrosis 
es en realidad un proceso de cicatrización no resuelto debido a una inflamación 
persistente42,43. 
Tipo III: asociada a cáncer y metástasis. Las células cancerosas, tras la EMT, 
adquieren la capacidad de invadir y metastatizar, favoreciendo la propagación 
del tumor. Es importante señalar que las células pueden presentar distintos 
grados de EMT, algunas células pueden mantener las características epiteliales 
y expresar algunos marcadores mesenquimales, mientras otras pueden pasar 
completamente a un fenotipo mesenquimal42,43. 
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2. MEMBRANA PERITONEAL 
 
2.1. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PERITONEAL 
 
 Las células mesoteliales peritoneales humanas (human peritoneal 
mesothelial cells, HPMCs) forman una monocapa que recubre la superficie de 
las cavidades serosas (pleural, pericárdica y peritoneal), así como los órganos 
que estas contienen7,44-46. El primero en observar esta monocapa fue Bichat46,47 
en 1827, mientras que fue Minot46,48 quien, en 1880, propuso el término 
mesotelio. El origen de las HPMCs es el mesodermo46 pero expresan 
filamentos de citoqueratina (característico de las células epitaliales) y de 
vimentina (que son propios de las células originadas en el mesodermo)49,50. En 
la superficie luminal, estas células presentan microvellosidades51,52, que 
contribuyen atrapar agua y exudados serosos7, y cilios53 que ayudan a regular 
la secreción de surfactante7. En condiciones fisiológicas presentan una 
morfología poligonal o empedrada45, con un gran número de uniones 
intercelulares de diversos tipos: uniones estrechas (fundamentales para 
mantener la polaridad celular y que la membrana forme una barrera 
semipermeable), uniones adherentes y desmosomas6. 
 La membrana peritoneal tiene una baja capacidad regenerativa, con 
entre el 0,16% y 0,5% de las células en mitosis en cualquier momento. Estos 
porcentajes aumentan entre el 30% y 60% cuando el tejido ha sufrido algún tipo 
de daño44,46. Dicha membrana está formada por una monocapa de células 
mesoteliales, que descansan sobre una lámina basal, debajo de la cual se 
encuentra el submesotelio, el cual está formado por tejido conectivo, 
fibroblastos, mastocitos, macrófagos y vasos sanguíneos14,54, junto con capas 
musculares. La membrana peritoneal o peritoneo se puede dividir en dos 
regiones, la parte que recubre los órganos viscerales (peritoneo visceral) y la 
que recubre la pared de la cavidad peritoneal (peritoneo parietal)44. La mayoría 
de los órganos abdominales están adheridos a la pared abdominal a través del 
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mesenterio, una parte del peritoneo que provee de vasos sanguíneos, linfáticos 
y nervios a los órganos55. 
 
2.2. FUNCIONES DE LA MEMBRANA PERITONEAL 
 
 Fue Robinson54,55 el primero en definir las funciones biológicas del 
peritoneo a partir de lo que se conocía en aquel momento. Juega un papel de 
barrera protectora y  superficie no adhesiva, protegiendo frente al daño físico o 
la invasión de patógenos. Las células mesoteliales están estrechamente unidas 
entre sí y secretan glicosaminoglicanos, formando una matriz protectora46. 
 La membrana peritoneal participa en la presentación de antígenos y la 
activación de células T en los primeros pasos de la respuesta inmune 
específica46. En presencia de un antígeno, las HPMCs inducen la proliferación 
de células T helper CD4+ al ser estimuladas por interferón-γ (IFN-γ). Contribuye 
a la adhesión y crecimiento de células tumorales46, sobre todo los mesotelios 
que han sufrido algún tipo de daño56. Se ha visto su participación en el 
transporte de fluidos y células46 de las cavidades serosas a través de vesículas, 
uniones intracelulares o estomas (cavidades que quedan entre las uniones 
celulares, de entre 3 y 12 µm de diámetro)57. 
 Juega un papel en la iniciación y resolución de la inflamación y en la 
reparación tisular46. Las células mesoteliales secretan diversos mediadores, 
tales como productos de la cascada de coagulación, quimioquinas, citoquinas, 
factores de crecimiento, prostaglandinas, prostaciclina, especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y de nitrógeno, enzimas antioxidantes y proteínas de la ECM6. 
Precisamente estas quimioquinas liberadas al medio favorecen la migración de 
neutrófilos y monocitos, permitiendo la afluencia masiva de leucocitos58. Todo 
esto está facilitado por la expresión de moléculas de adhesión e integrinas, 
tales como el antígeno 1 asociado a función de linfocito (lymphocyte function-
associated antigen-1; LFA-1) y la molécula de adhesión intercelular-1 
(intercellular adhesión molecule-1; ICAM-1), expresadas en leucocitos y en 
células mesoteliales, respectivamente59. 
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 Las células mesoteliales también son importantes en los procesos de 
coagulación y fibrinolisis46. Esta actividad fibrinolítica es fundamental en el 
control de los depósitos de fibrina pues en el caso de una acumulación 
excesiva pueden provocar daño mecánico o infecciones, pudiéndose formar 
adhesiones fibrosas entre distintas partes de la membrana serosa60. Estas 
adhesiones pueden restringir los movimientos abdominales, presentándose 
entre el 70% y el 80% de las cirugías de obstrucción intestinal, en el 20% de los 
casos de infertilidad femenina y en la producción de dolores intestinales61. Los 
inhibidores del activador de plasminógeno (plasminogen activator inhibitors) 
PAI-1 y PAI-2 fomentan los depósitos de fibrina, mientras que el activador 
tisular del plasminógeno (tissue plasminogen activator; tPA) y el activador del 
plasminógeno uroquinasa (urokinase plasminogen activator; uPA) median en la 
actividad fibrinolítica. En cambio, su participación en la coagulación es gracias 
al factor tisular, que es el principal iniciador celular de la cascada de 
coagulación60. 
 
3. DIÁLISIS PERITONEAL 
 
3.1. DIÁLISIS PERITONEAL COMO TRATAMIENTO 
 
 Fue Piorry62 en 1840 quien utilizó por primera vez el término uremia para 
referirse al conjunto de síntomas que se producen a nivel sistémico por la 
acumulación en sangre de productos tóxicos que no son eliminados por causa 
de un fallo o insuficiencia renal. Dicho fallo se produce cuando la función de los 
riñones disminuye a menos del 10-15%, siendo necesario algún tipo de terapia 
sustitutiva, como el trasplante renal, la hemodiálisis o la diálisis peritoneal, para 
que el paciente continúe con vida. 
 La diálisis peritoneal es un tratamiento alternativo y equivalente a la 
hemodiálisis63,64, en el que mediante la implantación de un catéter en el 
abdomen del paciente, se introduce en la cavidad peritoneal una solución 
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dializante hiperosmótica y gracias a que la membrana peritoneal actúa como 
una membrana semipermeable, se establece un gradiente que permite el 
intercambio de agua y productos tóxicos mediante el proceso conocido como 
ultrafiltración (Figura 5). La diálisis peritoneal puede realizarse de forma 
ambulatoria o en cualquier parte, como por ejemplo, el hogar o el lugar de 
trabajo. Los únicos requisitos son disponer de un área limpia de trabajo, una 
forma de elevar la bolsa de líquido de diálisis y una manera de calentar el 
contenido. Sin embargo, se ha visto que este tratamiento puede producir 
alteraciones en la membrana peritoneal. 
 
 
Figura 5: Esquema de la diálisis peritoneal 
 
 Los pacientes sometidos a diálisis peritoneal están expuestos a alojar en 
su cavidad peritoneal entre 2200 y 7000 litros de líquido de diálisis en un año, 
pudiendo llegar a estar varios años sometidos a este tratamiento65. 
Precisamente, en los pacientes que llevan largo tiempo tratados con ésta 
técnica, se ha podido comprobar gracias a biopsias peritoneales, una pérdida 
parcial de la monocapa de células mesoteliales66, MMT67, fibrosis68, 
angiogénesis69 y vasodilatación70 (Figura 6). En conjunto, estos fenómenos 
provocan un aumento en la superficie efectiva de transporte de la membrana 
peritoneal, produciéndose en consecuencia una disminución del gradiente 
generado por el  agente osmótico debido a un mayor aumento en su absorción. 
El final de este proceso se conoce como fracaso en la capacidad de 
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ultrafiltración71 o fallo de membrana tipo I (ultrafiltration failure, UFF). El UFF 
puede determinarse mediante el test de equilibrio peritoneal (peritoneal 
equilibration test; PET), que consiste en medir la glucosa que se absorbe desde 
la solución de diálisis y la creatinina que pasa a dicha solución en un 
intercambio de cuatro horas. Si la transferencia de creatinina se produce de 
forma rápida, los pacientes son denominados altos transportadores y presentan 
una mayor dificultad para eliminar el exceso de agua del organismo. 
 
 
Figura 6: A: Esquema de una membrana peritoneal sana, B: Esquema de una membrana 
peritoneal dañada. C: Inmunohistoquímica (x150) con anticuerpo anti-citoqueratina de 
membrana sana (paciente no sometido a diálisis peritoneal) y D: membrana dañada (paciente 
con 8 meses en diálisis peritoneal, inserto con 34 meses en tratamiento) 
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3.2. ALTERACIONES ASOCIADAS CON LA DIÁLISIS PERITONEAL 
 
 En multitud de trabajos se muestra que los líquidos utilizados en la 
diálisis peritoneal pueden producir diversas modificaciones en la estructura del 
peritoneo, pudiendo llegar el caso de ser necesaria la retirada de esta forma de 
tratamiento y sustituirla por una terapia más convencional. 
 Una de estas anomalías es la inflamación del peritoneo debido a la 
bioincompatibilidad de los líquidos de diálisis, causada fundamentalmente por 
su composición (Tabla 2). Uno de los agentes que más contribuye es 
precisamente la glucosa, que es la molécula usada como agente osmótico, la 
cual debe estar a una concentración entre 15 y 40 veces la fisiológica para 
poder formar el gradiente necesario para la diálisis65. 
 Es más, al exponer a las HPMCs a glucosa se favorecen los procesos 
de oncosis ( o muerte celular isquémica) y apoptosis72, aumentando el número 
de células que se desprenden de la membrana peritoneal. La respuesta a la 
inflamación crónica implica a las HPMCs y macrófagos residentes que reclutan 
células inflamatorias (fagocitos mononucleares, linfocitos, neutrófilos)73, las 
cuales secretan gran cantidad de citoquinas, factores de crecimiento y 
quimioquinas que contribuyen a la inflamación58,74,75. 
 El líquido de diálisis debe ser estéril para su uso, lo cual se consigue 
sometiéndolo a un tratamiento de esterilización por calor. Un inconveniente de 
este proceso es la generación de productos de degradación de la glucosa 
(glucose degradation products; GDPs) que son capaces de inducir procesos 
inflamatorios o apoptóticos, produciéndose un aumento de IL-6 e IL-876, del 
factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor; 
VEGF)77,78 o la molécula de adhesión vascular-1 (vascular cell adhesion 
molecule-1; VCAM-1)75,76. Los GDPs favorecen la formación de los productos 
de Amadori y de productos de glicosilación avanzada (advanced glycosylation 
end-productos; AGEs)79.  
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 Solución Bolsa 
Agente 
Osmótico 
Tampón 
(mmol/L) 
Calcio 
(mmol/L) 
GDP pH 
B
A
XT
ER
 
Dianeal PD1 Simple 
Glucosa 1,36-
2,27-3,86% 
Lactato 35 1,75 Alto 5,2 
Dianeal PD4 Simple 
Glucosa 1,36-
2,27-3,86% 
Lactato 40 1,25 Alto 5,2 
Extraneal Simple 
Icodextrina 
7,5% 
Lactato 40 1,75 No 5,6 
Nutrineal Simple 
Aminoácidos 
1,1% 
Lactato 40 1,25 No 5,5 
Physioneal 35 Doble 
Glucosa 1,36-
2,27-3,86% 
Lactato 10 + 
Bicarbonato 
25 
1,75 Bajo 7,4 
Physioneal 40 Doble 
Glucosa 1,36-
2,27-3,86% 
Lactato 15 + 
Bicarbonato 
25 
1,25 Bajo 7,4 
FR
ES
EN
IU
S 
Stay Safe 
2-3-4 
Simple 
Glucosa 1,5-
2,3-4,25% 
Lactato 35 1,75 Alto 5,5 
Stay Safe 
17-18-19 
Simple 
Glucosa 1,5-
2,3-4,25% 
Lactato 35 1,25 Alto 5,5 
Balance 
2-3-4 
Doble 
Glucosa 1,5-
2,3-4,25% 
Lactato 35 1,75 Bajo 
7-
7,4 
Balance 
17-18-19 
Doble 
Glucosa 1,5-
2,3-4,25% 
Lactato 35 1,25 Bajo 
7-
7,4 
BicaVera 
2-3-4 
Doble 
Glucosa 1,5-
2,3-4,25% 
Bicarbonato 
34 
1,75 Bajo 7,4 
G
A
M
B
R
O
 
Gambrosol 
Trio 10 
A-B-A+B 
Triple 
Glucosa 1,5-
2,5-3,9% 
Lactato 35 
1,70-1,75-
1,79 
Bajo 
5,5-
6,5 
Gambrosol 
Trio 40 
A-B-A+B 
Triple 
Glucosa 1,5-
2,5-3,9% 
Lactato 30-
40-41 
1,31-1,35-
1,38 
Bajo 
5,5-
6,5 
Tabla 2: Composición de los principales líquidos empleados en diálisis peritoneal 
 
 Los AGEs se originan por la modificación postraduccional (glicosilación) 
de las proteínas debido a la acción de azúcares reductores. Centrándonos en 
un caso en concreto, las fibras de colágeno glucosiladas presentan una mayor 
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resistencia y una menor solubilidad que las fibras normales de colágeno, lo que 
a su vez podría causar una acumulación de ECM en la zona submesotelial66. 
Se ha elaborado la hipótesis que los AGEs pueden ser los causantes de un 
aumento en el número de linfocitos T CD8+ o linfocitos T citotóxicos, los cuales 
identificarían como antígenos extraños a las proteínas de membrana que 
hubieran sido glicosiladas80. 
 Los efectos de los AGEs están mediados por los receptores de AGEs 
(receptor for AGE; RAGE) presentes en HPMC, células endoteliales, 
fibroblastos y macrófagos81-83. Al unirse los AGEs a estos receptores se 
desencadena una respuesta inflamatoria82,84 y son mediadores en la MMT85. Se 
induce un gran número de rutas de señalización celular, como es el caso de las 
MAPK86 de la que dependen la activación de integrinas87; o también el caso del 
NF-κB81 el cual es fundamental en procesos de respuesta inmune crónica y en 
patologías inflamatorias88 pues su inhibición previene la proliferación de células 
vasculares, la inflamación y la apoptosis88-90. 
 Así mismo, los AGEs pueden inducir la expresión de la ciclooxigenasa 2 
(cyclooxygenase-2; COX-2) en monocitos humanos de sangre periférica91. Los 
niveles de COX-2 también son aumentados por las HMPCs que han sufrido el 
proceso de la MMT92, estando la COX-2 implicada en procesos de 
remodelación  tisular y procesos fibróticos93. 
 En un intento de evitar la degradación de los azúcares utilizados como 
agentes osmóticos, los líquidos de diálisis suelen presentar generalmente pH 
bajos (Tabla 2). Sin embargo, se ha postulado que estos pH no fisiológicos 
pueden provocar daño e irritación del peritoneo, aunque existen trabajos que 
argumentan lo contrario 94,95.  
 Por todo lo mencionado anteriormente, se comprueba que los propios 
líquidos de diálisis, debido a su composición, tienen la capacidad de inducir 
daño en el peritoneo96. Actualmente se intenta desarrollar líquidos más 
biocompatibles que no presenten estos problemas. 
 Pero no son únicamente los líquidos de diálisis los causantes de 
alteraciones en el peritoneo. Éstas también pueden ser causadas por peritonitis 
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agudas, ya sean causadas por agentes infecciosos o hemoperitoneos. En esta 
situación, células del sistema inmune son atraídas al peritoneo a causa de la 
infección. Los primeros en llegar son los polimorfonucleares 
(polymorphonuclear; PMNs)97, que contribuyen al daño de la membrana 
peritoneal por los procesos enzimáticos que desarrollan. Después se 
incorporan los linfocitos T y los macrófagos, eliminando los restos celulares98. 
En los pacientes sometidos a diálisis peritoneal ambulatoria continuada 
(continuous ambulatory peritoneal dialysis; CAPD) que además sufren 
peritonitis se ha comprobado que durante esos episodios predomina una 
respuesta Th1, con un rápido aumento del factor de necrosis tumoral-α (tumor 
necrosis factor-α; TNF-α), IL-1β, IL-12, IL-18 e INF-γ99,100 y en modelos murinos 
parece que está implicada en la formación de adherencias post-quirúrgicas101. 
 
3.3. MMT Y DIÁLISIS PERITONEAL 
 
 Inicialmente se creía que las células mesoteliales de la membrana 
peritoneal no participaban en los cambios sufridos en el peritoneo durante la 
diálisis peritoneal71. Este concepto cambió cuando el equipo del Dr. López-
Cabrera y colaboradores, y de forma independiente por Yang102, demostraron 
que las células mesoteliales, durante la diálisis peritoneal, sufrían un proceso 
de MMT34, formando así parte activa del proceso. Se pudo comprobar, a través 
de HPMCs de pacientes en diálisis peritoneal y aisladas a partir de los 
efluentes peritoneales, cómo estas células efectivamente habían sufrido MMT 
observando los marcadores clásicos (por ejemplo, represión de E-cadherina, 
inducción de Fibronectina y Snail, entre otros)34. También se ha podido 
observar en biopsias de pacientes, mediante inmunohistoquímica, la presencia 
de células con fenotipo mesenquimal o fibroblastoide localizadas en el 
submesotelio y que a la vez expresan marcadores típicos mesoteliales103, y 
también existe una correlación entre la expresión de marcadores mesoteliales 
con el grado de fibrosis y el transporte de solutos104. Esto lleva a concluir que 
estas células fibroblastoides se han originado a partir de la monocapa 
mesotelial mediante un proceso de MMT. 
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 Las células que han sufrido MMT producen grandes cantidades de 
VEGF, lo que contribuye a un aumento de la angiogénesis en el 
peritoneo105,106. Estás células también intervienen en la pérdida de la 
monocapa mesotelial, pues algunas morirán por la bioincompatibilidad de los 
líquidos de diálisis, otras se descamarán de la membrana, pasando al líquido 
de diálisis y siendo eliminadas con este, y otro grupo, tras la MMT, migrarán e 
invadirán el submesotelio, actuando de las diversas formas expuestas 
anteriormente. 
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 Con el propósito de encontrar nuevos biomarcadores de diagnóstico de 
la MMT y del estado de la membrana en diálisis peritoneal, para así mejorar la 
capacidad de esta modalidad de tratamiento, se propusieron los siguientes 
objetivos de trabajo: 
 
1. Determinación de huellas génicas de la MMT mediante microarrays en 
células mesoteliales obtenidas de pacientes en diálisis peritoneal y en 
células mesoteliales obtenidas de omentos y transdiferenciadas in vitro. 
Comparación de dichas huellas génicas. 
 
2. Validación de una serie de posibles marcadores seleccionados a partir 
de los estudios realizados en microarrays mediante qPCR y 
determinación de la proteína en sobrenadantes de cultivos celulares y 
efluentes de pacientes en diálisis peritoneal. 
 
3. Estudio de los marcadores seleccionados, tanto a nivel de ARNm como 
de proteína, en muestras de pacientes en diálisis peritoneal y su 
comparación con los datos clínicos. 
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1. OBTENCIÓN, AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS 
MESOTELIALES PERITONEALES HUMANAS 
 
 Para realizar los estudios “ex vivo” las células mesoteliales se obtuvieron 
a partir de efluentes de bolsas de pacientes sometidos a diálisis peritoneal y de 
omentos de pacientes que se habían sometido a cirugía por causas distintas a 
fallo renal. La realización del estudio se realizó de acuerdo a la Declaración de 
Helsinki y fue aprobado por el comité ético del Hospital Universitario de La 
Princesa (Madrid, España). Las muestras se obtuvieron previo consentimiento 
informado escrito de los pacientes. 
 Para aislar las células mesoteliales a partir de los efluentes peritoneales, 
cada bolsa se dejó decantar durante 3 horas a 4ºC. Posteriormente, en 
campana de flujo laminar y bajo condiciones estériles, se retiró el líquido 
sobrante, dejando aproximadamente 300 ml en la bolsa, los cuales se 
repartieron en 6 Falcons de 50 ml y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 
minutos. Se eliminó el sobrenadante y el pellet de los 6 Falcons se resuspendió 
en un volumen total de 5 ml de medio M-199 (Biological Industries; Kibbutz Beit 
Haemek, Israel) suplementado con Penicilina 50 U/ml, Estreptomicina 50 µg/ml 
(PPA Laboratories GmbH; Pasching, Austria), 2% de Hepes 1M 0,85 NaCl 
(LONZA; Basel, Switzerland), 20% de suero bovino fetal (FBS; Thermo 
Scientific; Cramligton, UK), 2% de Biogro-2 (el cual contiene insulina, 
transferrina, etanolamina y putrescina; Biological Industries), Ciprofloxacino 
1/200 y Fungizona 1/2000. Las células así obtenidas se plaquearon en frascos 
de cultivo T25 (Becton Dickinson; Franklin Lakes, New Jersey, USA), y se 
dejaron incubar hasta alcanzar la confluencia a 37ºC en atmósfera húmeda y 
con un 5% de CO2.  
 Los omentos se procesaron en campana de flujo laminar en condiciones 
estériles. De los trozos mandados desde quirófano se hicieron piezas más 
pequeñas, de 2 o 3 cm2 de superficie. Se limpiaron los restos de sangre, vasos 
sanguíneos, adherencias y puntos de sutura en PBS 1X. Las distintas piezas 
se repartieron en Falcons de 50 ml y se añadió Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Missouri, USA) hasta un volumen máximo de 15 ml, se dejó incubar 
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en baño a 37ºC durante 20 minutos, en agitación. Al finalizar este periodo, se 
centrifugó a 1200 rpm, 8 minutos y 4ºC, se desechó el sobrenadante 
compuesto por la Tripsina-EDTA y las piezas de omento, y se obtuvo el pellet 
formado por las células mesoteliales. Los pellet se resuspendieron en un 
volumen entre 5 y 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos (Qiagen; Germantown, 
Maryland, USA), se recogieron en un único tubo y se mantuvieron 10 minutos 
en hielo, centrifugándose a continuación a 1200 rpm, 5 minutos, a 4ºC. Se 
realizaron entre uno y dos lavados con 5 ml de PBS 1X y se centrifugó en cada 
ocasión a 1200 rpm, 5 minutos, a 4ºC, descartándose el sobrenadante. 
Finalmente, el pellet se resuspendió en 5 ml de medio M-199 suplementado 
con 20% de FBS, Penicilina 50 U/ml, Estreptomicina 50 µg/ml, 2% de Hepes 
1M 0,85 NaCl, 2% de Biogro-2, Ciprofloxacino 1/200 y Fungizona 1/2000. Las 
células así obtenidas se plaquearon en flaks T25 de alta adherencia 
(CORNING; Corning, New York, USA), y se dejaron incubar a 37ºC en 
atmósfera húmeda y con un 5% de CO2 hasta alcanzar la confluencia.  
 Para realizar los estudios “in vitro” se obtuvieron y cultivaron células de 
omento de forma análoga a la indicada anteriormente, excepto que a la mitad 
de las células procedentes de un mismo omento se les añadió 0,5 ng/ml de 
TGF-β1 (R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, USA) y 2 ng/ml de IL-1β (R&D 
Systems), en M-199 suplementado con 2% FBS, durante 72 horas, para inducir 
la MMT de las células mesoteliales, mientras que a la otra mitad no. 
 
2. PURIFICACIÓN DE CÉLULAS, LISIS, PRECIPITACIÓN Y 
CUANTIFICACIÓN DE ARNm 
 
 Para comprobar que los cultivos de células mesoteliales no estaban 
contaminados con poblaciones de macrófagos, las células se levantaron con 
Tripsina-EDTA, se marcaron con bolas magnéticas conjugadas con CD45 
(CD45 MicroBreads; Miltenyi Biotec GmbH, Friedrich-Ebert-Str. 68, 51429 
Bergisch Gladbach, Germany) y fueron pasadas a través de columnas 
magnéticas (MS Columns; Miltenyi Biotec GmbH), según los protocolos 
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suministrados por el fabricante. Se comprobó la pureza de los cultivos 
mediante un citometro de flujo FACS Canto II (BD Bioscience, Franklin Lake, 
New Jersey, USA). 
 Para extraer el ARN, las células se levantaron con Tripsina-EDTA y se 
precipitaron mediante centrifugación a 1500 rpm, 5 minutos, a temperatura 
ambiente. Se descartó el sobrenadante y se lisó el pellet celular mediante 
pipeteo repetido usando 1 ml de TRI-Reagent (Ambion; Carlsbad, California, 
USA) por cada 5-10x106 células o por cada 10cm2 de superficie del pocillo de 
cultivo, siguiendo  las especificaciones del fabricante. Los lisados se pasaron a 
eppendorfs libre de RNasas y se mantuvieron en hielo durante 5 minutos.  A los 
lisados celulares se les añadió 200 µl de Cloroformo (Merck; Darmstadt, 
Germany) por cada 1 ml de TRI-Reagent usado en la fase de lisado. Se mezcló 
mediante vórtex y se dejó a temperatura ambiente 10 minutos. A continuación,  
para extraer el ARNm, se centrifugó a 13000 rpm, 15 minutos y a 4ºC. Se 
obtuvieron dos fases claramente diferenciables: una fase superior, acuosa y 
transparente, donde se encontraba el ARNm; y una fase inferior, orgánica y 
coloreada, que contenía el ADN y las proteínas. Se procedió a recoger la fase 
acuosa y se depositó en nuevos eppendorfs previamente preparados, libre de 
RNasas, a los  que se les añadió 500 µl de 2-Propanol (Merck; Darmstadt, 
Germany) por cada 1 ml de TRI-Reagent empleado, mezclándose mediante 
agitación con vórtex y se dejó reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
realizó otra centrifugación a 13000 rpm, 15 minutos, a 4ºC, obteniéndose el 
ARNm en forma de pellet  blanquecino. Se eliminó el sobrenadante mediante 
volcado de los tubos y al pellet se le añadió 1ml de Etanol, frio, al 75% (Merck; 
Darmstadt, Germany) por cada 1 ml de TRI-Reagent utilizado, disolviéndose 
dicho pellet mediante agitación con vórtex. Se centrifugó a 13000 rpm, 10 
minutos, a 4ºC. Se descartó el sobrenadante mediante volcado y se dejó secar 
el pellet colocando los eppendorfs boca abajo sobre papel secante, a 
temperatura ambiente. Cuando el exceso de Etanol se hubo evaporado y antes 
de que se secara totalmente el pellet, se resuspendió el ARNm en 20 µl de 
agua libre de RNasas (Ambion;  Carlsbad, California, USA), colocándose los 
eppendorfs en un Termoblock (Tembloc P Selecta; Abrera, Barcelona, Spain) a 
56ºC durante 10 minutos, para disolver completamente el pellet de ARNm. 
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Después se sometió a los eppendorfs a un pulso en una centrífuga para 
precipitar toda la muestra en el fondo del tubo. A continuación se procedió a la 
cuantificación del ARNm mediante NanoDrop 1000 Spectrophotometer 
(Thermo Scientific; Wilmington, Delaware, USA) y las muestras se guardaron a 
-80ºC hasta una posterior utilización. Todo el procedimiento se realizó con 
guantes, eppendorfs y puntas libres de RNasas. 
 
3. REALIZACIÓN DE LOS MICROARRAYS 
 
 Según el Índice Elíptico (ver sección 7 de Material y Métodos) que 
presentaban las células aisladas de los efluentes peritoneales cuando 
alcanzaron el estado de confluencia, se establecieron dos fenotipos: un 
fenotipo Epitelioide, en el cual las células presentaban un aspecto cúbico o 
empedrado; y un fenotipo No Epitelioide, en el que tenían una morfología 
alargada o fibroblastoide. Las células de omento presentaban la morfología 
empedrada típica de las células mesoteliales. 
 Los experimentos de expresión génica diferencial de las células 
mesoteliales se llevaron a cabo en colaboración con la empresa Pharmakine 
S.L. (Derio, Vizcaya, España). 
 
3.1. ESTUDIOS “ex vivo” 
 
 Inicialmente, se seleccionaron 9 cultivos de células mesoteliales 
procedentes de efluentes peritoneales que expresaban un fenotipo Epitelioide y 
9 que presentaban un fenotipo No Epitelioide. Se escogieron 4 cultivos de 
omentos y con ellos se preparó un pool que se utilizó como control. 
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3.1.1. VALIDACIÓN DE LAS MUESTRAS CONTROL 
 
 Usando el protocolo de lisis y extracción anteriormente expuesto, se 
suministró a Pharmakine S.L. 10 µl por muestra de ARN procedente de los 
cultivos Epitelioides, No Epitelioides y de 4 omentos que se utilizarían como 
muestra control; junto la concentración de cada muestra, así como las 
absorbancias a 260 nm y 280 nm. Se procedió a analizar la calidad y la 
concentración de los ARNs, tanto de las muestras de los pacientes como de los 
controles, mediante el sistema de electroforesis capilar Bioanalyzer 2100 
(Agilent Technologies; Santa Clara, California, USA). La cantidad de ARN se 
expresó en ng/µl, y la calidad se determinó mediante el cálculo del ratio del 
área bajo la curva proporcionada por los picos de los ARNs ribosomales 28S y 
18S, y el número de integridad del ARN o RIN. Los valores de ratio cercanos a 
2.0 y los valores de RIN próximos a 10 son indicativos de la buena calidad del 
ARN. 
 Con objeto de definir la muestra de referencia que se iba a utilizar en las 
hibridaciones, se analizó el grado de concordancia de los patrones 
transcripcionales de las 4 muestras procedentes de omentos. En caso de no 
existir grandes diferencias entre ellos, su utilización en una única muestra 
equimolecular formada a partir de estas muestras de omento, a la que se 
denominó como Pool Control, además de estar justificado, contribuiría a 
neutralizar pequeñas diferencias interindividuales sin generar resultados 
artefactuales. 
 Mediante el kit de marcaje Quick Amp Labeling Kit, two-color, (Agilent 
Technologies) se marcaron 400-800 ng de ARN total con los fluorocromos Cy3-
CTP y Cy5-CTP  en reacciones independientes. Se añadió Spike-In (muestra 
de ARN de otra especie que es capaz de hibridar con las sondas control que 
lleva el microarray) en cada una de las reacciones como control de calidad en 
los procesos de marcaje, hibridación, lavado y secado. De este modo se 
obtuvieron los ARN complementarios marcados (Cy3-CTP-ARNc y Cy5-CTP-
ARNc), los cuales se purificaron usando el método RNeasy Mini Kit (Qiagen). 
Se utilizó la aplicación Microarray Measurement del equipo NanoDrop 1000 
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(Thermo Scientific), para determinar espectrofotométricamente tanto el 
rendimiento, como la actividad específica de cada fluoróforo.  
 Los microarrays se realizaron mediante el sistema Whole Human 
Genome Microarray Kit, 4x44K (Agilent Technologies), el cual incluye 41.000 
sondas de 60 nucleótidos, cubriendo todos los genes descritos del genoma 
humano, con 4 microarrays idénticos en cada portaobjetos. Se comparó el 
patrón transcripcional de las muestras control 1, 3 y 4 frente al control 2, y se 
incluyó como control de calidad una hibridación Dye-swap, también 
denominado de  marcajes cambiados o hibridación inversa (Tabla 3). En el 
abordaje experimental de Dye-swap, lo que se hace es marcar la muestra 1 
con Cy3 y la muestra 2 con Cy5, y en otra hibridación se marca la muestra 1 
con Cy5 y la muestra 2 con Cy3. Una ventaja del Dye-swap es que permite 
evitar la variabilidad debida al proceso de marcaje y a la producida por los 
propios fluorocromos. 
 
Código 
ARNc hibridados 
Cy5 Cy3 
251485043850_1 Control 1 Control 2 
251485043850_2 Control 3 Control 2 
251485043850_3 Control 4 Control 2 
251485043850_4 Control 2 Control 4 
Tabla 3: Hibridaciones de las 4 muestras control. La última hibridación corresponde al Dye-
swap de la penúltima. Las muestras señaladas en rojo fueron marcadas con Cy5 y en verde 
con Cy3. 
 
 Siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante, se utilizaron 825 
ng de ARNc marcado y con una actividad específica ≥8, por muestra en cada 
una de las hibridaciones en dos colores. Justo antes de la hibridación se incubó 
cada pareja de muestras marcadas, junto el agente bloqueante y el buffer de 
fragmentación durante 30 minutos a 60ºC. Después de añadir el buffer de 
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hibridación, la mezcla se depositó sobre el microarray y se incubó a 65ºC 
durante 17h en oscuridad y con agitación a 10 rpm. Completado este 
procedimiento, se procedió a la eliminación de los restos de fluoróforos  y 
ARNc no hibridado mediante inmersión de los portas en diversos buffers 
salinos de diferentes astringencias y utilizando por último la solución de 
estabilización y secado indicada por Agilent Technologies. 
 Una vez finalizado el secado, se procedió al escaneado de los 
portaobjetos mediante un escáner G2505B (Agilent Technologies), en dos 
canales de fluorescencia y una resolución de 5 nm. El análisis de las imágenes 
se realizó mediante el programa Feature Extraction v9.5 (FE9.5), evaluando la 
calidad de la hibridaciones teniendo en consideración la presencia de 
artefactos, el ruido de fondo y las diferencias de intensidad a lo largo de la 
imagen, además de la intensidad producida por los Spike-In en los puntos 
control. Para cada sonda de interés, se cuantifica la intensidad de los 
fluoróforos Cy5 y Cy3, se normalizan los datos y se asignan valores de calidad, 
generando una p y Error de cada punto. Así obtenemos los datos en bruto que 
posteriormente se analizarían para determinar la expresión génica diferencial. 
 Se utilizó el programa Genespring (Agilent Technologies) para calcular y 
comparar el número de genes expresados diferencialmente entre las muestras 
Control 1, 3 y 4 respecto a Control 2. Dado que se obtuvo que en ninguna de 
las hibridaciones existía diferencias en la transcripción mayores al 5%, se 
aceptó que la variabilidad interindividual entre los 4 controles era baja y podían 
emplearse para la formación de un pool equimolecular que se emplearía como 
control en las hibridaciones de las muestras de los pacientes. 
 
3.1.2. HIBRIDACIONES DE LAS MUESTRAS “ex vivo” 
 
 Se determinó la concentración y la integridad de los ARNs de todas las 
muestras mediante Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Se marcaron 
tanto con Cy3 como con Cy5, 19 muestras de ARNs: 9 de fenotipo Epitelioide, 
9 de fenotipo No Epitelioide y 1 pool de omentos (usado como control), 
Material y Métodos 
 
48 
   
siguiendo el mismo protocolo especificado en el apartado anterior. Se utilizaron 
825 ng de cada ARNc marcado, con una actividad específica ≥8, para las 
hibridaciones en dos colores siguiendo el diseño de Dye-swap (Tabla 4). 
 
Código 
ARNc hibridados 
Cy3 Cy5 
251485043851_1 HLP1 Pool Control 
251485043851_2 Pool Control HLP1 
251485043851_3 HLP2 Pool Control 
251485043851_4 Pool Control HLP2 
251485043852_1 HLP3 Pool Control 
251485043852_2 Pool Control HLP3 
251485043852_3 HLP6 Pool Control 
251485043852_4 Pool Control HLP6 
251485043853_1 HLP7 Pool Control 
251485043853_2 Pool Control HLP7 
251485043853_3 HLP8 Pool Control 
251485043853_4 Pool Control HLP8 
251485043854_1 HLP15 Pool Control 
251485043854_2 Pool Control HLP15 
251485043854_3 HLP17 Pool Control 
251485043854_4 Pool Control HLP17 
251485043855_1 HLP19 Pool Control 
251485043855_2 Pool Control HLP19 
251485043855_3 HLP5 Pool Control 
251485043855_4 Pool Control HLP5 
251485043856_1 HLP10 Pool Control 
251485043856_2 Pool Control HLP10 
251485043856_3 HLP11 Pool Control 
251485043856_4 Pool Control HLP11 
251485043857_1 HLP12 Pool Control 
251485043857_2 Pool Control HLP12 
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251485043857_3 HLP13 Pool Control 
251485043857_4 Pool Control HLP13 
25148504388_1 HLP14 Pool Control 
251485043858_2 Pool Control HLP14 
251485043858_3 HLP20 Pool Control 
251485043858_4 Pool Control HLP20 
251485043859_1 HLP22 Pool Control 
251485043859_2 Pool Control HLP22 
251485043859_3 HLP23 Pool Control 
251485043859_4 Pool Control HLP23 
Tabla 4: Hibridaciones de las muestras obtenidas de pacientes respecto a un pool control de 4 
omentos. Las muestras señaladas en rojo fueron marcadas con Cy5 y en verde con Cy3. 
 
3.2. ESTUDIOS “in vitro” 
 
 Para la realización de los estudios “in vitro” se seleccionaron tres 
omentos a los cuales a la mitad de las células obtenidas se les indujo una MMT 
(tratamiento) y a la otra mitad no (control). 
 Los estudios de microarrays se realizaron mediante Whole Human 
Genome Microarray Kit, 4x44K (Agilent Technologies).  
 Los cultivos celulares de los tres omentos se mandaron a Pharmakine 
S.L. (Derio, Vizcaya), donde a la mitad de las células aisladas de cada uno de 
los omentos se les sometió a un tratamiento con 0,5 ng/ml de TGF-β1 y 2 ng/ml 
de IL-1β, durante 72 horas, para inducir una MMT. Concluido el tratamiento, las 
células fueron lavadas pon PBS 1X y se añadieron 2 ml de TRI-Reagent 
(Ambion) en cada frasco de cultivo T25 (Becton Dickinson). Las células se 
levantaron con la ayuda de un scrapper y se lisaron mediante pipeteo.  
 Siguiendo el protocolo explicado anteriormente, se extrajo el ARN total 
mediante extracción fenólica y precipitación alcohólica. El ARN precipitado fue 
resuspendido en agua MilliQ (Millipore; Billerica, Massachusetts, USA), 
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midiendose la cantidad y la calidad del ARN extraído mediante electroforesis 
capilar Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Se marcaron 500 ng de ARN 
total con los fluorocromos Cy3 y Cy5 con Low input ARN fluorescent 
amplification kit (Agilent Technologies), en reacciones independientes. A la 
muestra inicial se le añadió como control interno Spike-In. El ARN obtenido en 
las reacciones de transcripción se purificó mediante el sistema en columna 
RNeasy mini kit (Qiagen), y se resuspendió en 30 µl de agua MilliQ. La 
cantidad de ARN marcado y la actividad específica de los fluorocromos fue 
analizada por espectrofotometría, midiendo la absorbancia a 260 nm para lo 
ácido nucleicos, a 552 nm para el fluorocromo Cy3, y a 650 nm para el 
fluorocromo Cy5.  
 Las hibridaciones con los microarrays se realizaron con 750 ng de cada 
muestra de ARN marcado (Cy3-CTP-ARNc y Cy5-CTP-ARNc). Se añadió un 
agente bloqueante y un buffer de fragmentación durante 30 minutos, a 60ºC. 
Terminada la incubación, se añadió el buffer de hibridación y los microarrays se 
mantuvieron a 65ºC, 17 horas, en agitación (10 rpm). 
 Las células sometidas a tratamiento fueron hibridadas junto a sus células 
control, realizándose réplicas de cada hibridación mediante Dye-swap (Tabla 
5): 
 
Código de Barras 
ARNc hibridadas 
Cy3 Cy5 
251239151478 MMT Donante A Control Donante A 
251239151479 Control Donante A MMT Donante A 
251239151480 MMT Donante B Control Donante B 
251239151481 Control Donante B MMT Donante B 
251239151482 MMT Donante C Control Donante C 
251239148101 Control Donante C MMT Donante C 
Tabla 5: Hibridaciones de las muestras en los estudios “in vitro”. Las muestras señaladas en 
rojo fueron marcadas con Cy5 y en verde con Cy3. 
Material y Métodos 
 
51 
   
 Concluida la hibridación, los microarrays fueron lavados en tampones 
salinos y protegidos mediante la solución Scavenging and drying solution 
(Agilent Technologies), la cual protege de la acción dañina del ozono, y fueron 
escaneados mediante el escáner G2505B (Agilent Technologies). El análisis de 
imagen se realizó mediante el software Feature Extraction v9.5, con el que se 
calculó el ratio para cada punto de la imagen. Así mismo, el programa fue 
usado para realizar un test de calidad indicando la homogeneidad y 
reproducibilidad de la hibridación. Entre los parámetros evaluados 
encontramos: 
1. La saturación en el percentil 99 para ambos fluorocromos como 
indicativo del rango de intensidad obtenido en cada hibridación. 
2. Una baja desviación estándar del fondo (background) como indicativo 
de la ausencia de artefactos en el proceso de lavado. 
3. Coeficiente de variación tanto de las muestras como del fondo 
(background) menores a un 20-30%, como medida de la 
reproducibilidad de la señal del array. 
4. La media de señal de ruido (S/N) de los puntos control es indicativo 
de la uniformidad en la cantidad de genes sobre-expresados o infra-
expresados diferencialmente. Un alto valor S/N (>3) representa una 
diferencia de expresión reproducible. 
 En todas las hibridaciones se demostró la homogeneidad y replicabilidad 
de la técnica. 
 
4. VALIDACIÓN DE LOS MICROARRAYS MEDIANTE PCR CUANTITATIVA 
EN TIEMPO REAL 
 
 La validación de los resultados obtenidos por microarrays se realizó en 
el Parque Científico de Madrid (Campus de Moncloa), y para ello se 
seleccionaron 19 muestras: 7 muestras de las empleadas en los estudios de 
microarryas (las muestras HLP2, HLP7, HLP17 con un fenotipo Epitelioide, y 
las muestras , HLP5, HLP20, HLP22, HLP23 con un fenotipo No Epitelioide), 11 
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muestras de pacientes que no se habían usado en los estudios de microarrays 
(2 con fenotipo Epitelioide, las muestras HLP628 y HLP862; y 9 con fenotipo 
No Epitelioide, concretamente las muestras HLP607, HLP665, HLP680, 
HLP819, HLP829, HLP847, HLP861, HLP876 y HLP882) y el pool control de 
omentos. 
 El ARN se extrajo de acuerdo con el protocolo indicado previamente, 
siendo la integridad del ARN total determinada mediante un equipo Bioanalyzer 
2100 (Agilent Technologies) con ARN 6000 NanoChip Kit (Agilent 
Technologies). La concentración fue calculada mediante un espectrofotómetro 
ND-1000 (Thermo Scientific). 
 La síntesis de ADNc se realizó mediante Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche Applied Science; Penzberg, Alta Baviera, Alemania). 
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se partió de 1 µg de ARN, en un 
volumen total de 20 µl, siendo las condiciones de incubación las siguientes: un 
ciclo de 10 minutos a 25ºC; un ciclo de 30 minutos a 55ºC; un ciclo de 5 
minutos a 85ºC; 4ºC hasta la recogida de las muestras. A continuación se 
procedió al análisis de los ADNc por PCR cuantitativa en tiempo real, 
realizándose con el sistema LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche 
Applied Science), en placas de 96 pocillos RealTime Ready Custom Panel 
(Roche Applied Science). El diseño de sondas y primers, todos ellos humanos, 
se llevó a cabo con el software RealTime Ready Configurator (Roche Applied 
Science; https://configurator.realtimeready.roche.com/assaysupply_cp/login.jsf). 
Cada placa contiene primer/sondas para la detección de 48 genes por 
duplicado. En cada placa se analizaron 45 genes identificados por microarrays, 
seleccionándose tanto genes sobre-expresados como infra-expresados, junto 
con tres genes de referencia (también llamados Housekeeping). Junto a estos 
genes, en cada placa se añadieron los duplicados correspondientes. Los genes 
seleccionados para la validación se muestran a continuación (Tabla 6): 
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Símbolo del 
Gen 
Nombre del Gen 
IL1B Interleukina 1β 
KRT34 Keratina 34 
CDH13 Cadherina 13 
THBS1 Trombospondina 1 
COL6A3 Colágeno 6 α3 
MMP1 Metaloproteinasa 1 
COL13A1 Colágeno 13 α1 
IL6 Interleukina 6 
S100A4 Proteína S100 de unión a calcio A4 
TFPI2 Inhibidor de la vía del factor tisular 2 
CAV1 Caveolina 1 
VCAN Versican 
IL33 Interleukina 33 
ITGA11 Integrina α11 
THBS2 Trombospondina 2 
MMP3 Metaloproteinasa 3 
SNAI1 Snail 1 
COL1A2 Colágeno 1 α2 
CD44 Cluster de diferenciación 44 
MMP2 Metaloproteinasa 2 
VDR Receptor de Vitamina D 
FAP Proteína de activación de fibroblasto 
SNAI2 Snail 2 
ADAM12 Proteína disintegrina y metaloproteinasa 12 
YWHAZ(*) 
Proteína activadora tirosina 3-monooxigenasa/triptófano 5-
monooxigenasa 
CLDN1 Claudina 1 
GREM1 Gremlin 1 
COL4A6 Colágeno 4 α6 
RN18S1(*) Proteína ribosomal 18S 1 
CTSK Cathepsina K 
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WT1 Proteína tumor de Wilms 1 
HSPB8 Proteína de choque térmico β8 
ITGB4 Integrina β4 
AQP1 Acuaporina 1 
MMP9 Metaloproteinasa 9 
VTN Vitronectina 
BMP4 Proteína morfogénica ósea 4 
CDH3 Cadherina 3 
HSPA2 Proteína de choque térmico α2 
KDR Receptor dominio tirosin-kinasa tipo III 
CDH1 Cadherina 1 
LAMA5 Laminina α5 
CXCL14 Quimioquina (motivo C-X-C) ligando 14 
ITGB2 Integrina β2 
BMP7 Proteína morfogénica ósea 7 
THBD Trombomodulina 
PRG4 Prostaglandina 4 
TBP(*) Tubulina 
Tabla 6: Listado de genes empelados en la validación de los microarrays mediante la técnica 
de PCR cuantitativa en tiempo real. (*) Gen de referencia o housekeeping. 
 
 Para los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real mediante SYBR 
Green, se utilizó una dilución 1/12,5 (20 µl de ADNc hasta 250 µl de H2O). Se 
utilizó el kit DNA Probes Master (Roche Applied Science), y de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante, se usaron 2 µl de la dilución de ADNc en un 
volumen total de reacción de 20 µl para cada ensayo/pocillo, siendo las 
condiciones de reacción: un ciclo de 10 minutos a 95ºC;  45 ciclos de 10 
segundos a 95ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 segundo a 72ºC; 4ºC hasta la 
recogida de las muestras. 
 El análisis y la obtención de los datos por duplicado se realizó a partir de 
las siguientes 19 muestras: 2, 5, 7, 17, 20, 22, 23, 607, 628, 655, 680, 819, 
829, 847, 861, 862, 876, 882 y pool. Los ciclos umbrales (cycle threshold, Ct), 
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se calcularon aplicando el método de la segunda derivada de la señal de 
amplificación, mediante el Light Cycler 480 Software (Roche Applied Science). 
A partir de estos Ct, se realizaron los cálculos de expresión relativa, aplicando 
el algoritmo 2-∆∆Ct. 
 La muestra de pool control fue utilizada como calibrador para las PCR 
cuantitativas en tiempo real, y como genes de referencia se usaron los genes 
18S y TBP. 
 Para el gen GREM1 se aplicó a demás otro protocolo de validación, 
utilizando el sistema Taqman y a partir del ARNm extraído de 51 cultivos de 
células mesoteliales obtenidas de los efluentes de pacientes sometidos a 
diálisis peritoneal. La PCR cuantitativa en tiempo real se realizó mediante el 
sistema Light Cycler 480 Software (Roche Applied Science), se utilizaron los 
oligos para el gen GREM1 (Hs00171951_m1; Applied Biosystems; Foster City, 
California, USA) para medirlo en muestras obtenidas de pacientes, el gen 18S 
(5’ATCCATTGGAGGGCAAGTC3’ y 5’GCTCCCAAGATCCAACTACG3’)  fue 
utilizado como gen de referencia en la normalización de los datos, y se usó 
Taqman FAM dye (Roche) para el marcaje. Se utilizó como master mix 
FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche) y las PCR se realizaron 
mediante el siguiente programa: 50ºC, 2 minutos; 95ºC, 10 minutos; 60 ciclos a 
95ºC, 15 segundos; y 60ºC, 10 segundos. Las muestras se mantuvieron a 4ºC 
hasta su recogida. La obtención de los Ct y expresión relativa se realizaron con 
los mismos método que los indicados anteriormente. 
 
5. EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL Y ANÁLISIS DE LOS 
MICROARRAYS 
 
 Los datos obtenidos en los archivos generados al escanear los 
microarrays, fueron analizados con el software libre Babelomics 
(babelomics.bioinfo.cipf.es)107, en colaboración con la Unidad de Genómica del 
Parque Científico de Madrid (Campus de Moncloa). A partir del marcaje en dos 
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colores se obtiene un ratio (marcaje en un color/marcaje en el otro color) para 
cada muestra, pudiéndose calcular una media de los ratios. 
 El análisis de lo microarrays se realizó en tres partes: 
1. Respuesta “in vitro” de la MMT: se analizaron 3 muestras de células 
de omento (control) y sus respectivas contrapartidas estimuladas 
para sufrir MMT (tratamiento). En total se hibridaron 6 microarrays 
mediante Dye-swap (inversión de fluoróforo). 
2. Respuesta de los controles “ex vivo”: se compararon los controles de 
omento entre sí mediante 4 microarrays. 
3. Respuesta “ex vivo” la de MMT en células mesoteliales con fenotipo 
Epitelioide y No Epitelioide: se partió de 18 pacientes (9 Epitelioides y 
9 No Epitelioides) que se hibridaron frente a un pool de 4 omentos, y 
mediante Dye-swap. Realizándose en total 36 microarrays. 
 
5.1. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS Y NORMALIZACIÓN 
 
 El procesamiento de los datos obtenidos de los microarrays, así como su 
normalización, se realizó de manera idéntica en todos los grupos estudiados. 
 Se cargaron los datos obtenidos del software de imagen Feature 
Extraction v9.5 (Agilent Technologies) en el software de licencia libre 
Babelomics.  
 A la hora de realizar los análisis, se descartó el omento B en los estudios 
“in vitro” y uno de los pacientes No Epitelioides en los estudios “ex vivo”, pues 
los resultados obtenidos de estas muestras no concordaban bien con los 
demás. 
 En el resto de datos, los métodos de normalización empleados, para el 
posterior análisis de expresión diferencial, fueron: 
- Corrección de fondo: restar (Background correction: substract). 
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- Método Intra-array: Técnica matemática loess (que es la versión del 
software libre Babelomics de la técnica matemática lowess o LOcally 
WEighted Scatterplot Smothing) para la normalización en el array 
(Within arrays normalization: loess). 
- Método Inter-array: Normalización por cuantiles para normalizar entre 
arrays (Between arrays normalization: quantiles). 
 Las técnicas de loess/lowess y normalización por cuantiles son las más 
utilizadas a la hora de normalizar y procesar los datos en los estudios de 
microarrays. 
 Al aplicar todas estas técnicas, se obtuvieron los ratios normalizados y 
los spots replicados fueron unidos con una media (average replicates). 
 
5.2. EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL 
 
 Para determinar la expresión génica diferencial y así poder determinar 
los genes que se inducen o se reprimen en nuestro modelo de MMT, se realizó 
un análisis Limma One-Class, (Babelomics). Se escogió este tipo de análisis 
porque es el más adecuado cuando se tiene un tamaño de muestra pequeño, 
permite una estimación de la desviación típica (S), devuelve un menor número 
de falsos positivos que el t-test y admite análisis de la varianza. Además se 
aplicó una corrección para múltiples test de False Discovery Rate (FDR; 
Benjamini & Hochberg). Esta corrección es la que consigue eliminar más falsos 
negativos y es la más indicada para microarrays. 
 A partir de los ratios normalizados se realizó la unión de los puntos o 
spots replicados mediante una media. 
 Lo que se obtuvo con éste análisis fue una media del ratio y un valor p 
(p-value) ajustado con FDR. En todos los casos se consideró que el gen 
estaba sobre-expresado cuando el ratio era mayor o igual a 2 (ratio≥2) e infra-
expresado cuando el ratio era menor o igual a 0,5 (ratio≤0,5). O lo que es lo 
mismo, se consideró que un gen estaba sobre-expresado o inducido cuando su 
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expresión fue el doble respecto el control, e infra-expresado o reprimido cuando 
dicha expresión fue la mitad respecto el control. 
 En todos los casos se consideró que, además de tener unos ratios con 
valores mayores de 2 o menores de 0,5, debían presentar un valor de FDR 
menor de 0,01 (FDR≤0,01). 
 Para los estudios de agrupamiento o clustering entre las distintas 
muestras se empleó el software TIGR MeV v4108, utilizándose la distancia 
Euclidiana el Ligamiento Promedio (Average Linkage). 
 En los análisis de anotación funcional se utilizó el software de licencia 
libre Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 
Bioinformatics Resource109,110 v6.7 (david.abcc.ncifcrf.gov). 
 
6. ESTUDIOS MEDIANTE ARNm, PROTEÍNAS Y DATOS CLÍNICOS 
 
 Se seleccionaron 26 pacientes sometidos a diálisis peritoneal en el 
Hospital de la Paz (Madrid), de los cuales se obtuvieron muestras de plasma, 
células mesoteliales obtenidas de los efluentes de pacientes sometidos a 
diálisis peritoneal y sobrenadantes procedentes de los cultivos de estas células, 
ARNm y los correspondientes datos clínicos, distribuyéndose en 26 muestras 
Basales, 26 muestras de 12 meses, 20 muestras de 18 meses y 11 muestras 
de 24 meses, resultando un total de 83 muestras. Se seleccionaron 40 
muestras de efluentes de líquidos de diálisis peritoneal, de los cuales 20 
drenaron células mesoteliales con fenotipo Epitelioide y 20 con fenotipo No 
Epitelioide. Debido a la disponibilidad de las muestras, así como al volumen y 
calidad de cada una de ellas, en los estudios con plasma y sobrenadante su 
utilizó un número algo inferior de lo indicado, mientras que sólo se pudo hacer 
qPCR de 51 muestras de ARNm. 
 
 
Material y Métodos 
 
59 
   
6.1. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL 
 
 Para la realización de los estudios a partir del ARNm extraído de las 
células mesoteliales obtenidas de las 51 muestras de pacientes en tratamiento 
de diálisis peritoneal, dicho ARNm se aisló de la misma forma expuesta 
anteriormente. Fue cuantificado mediante NanoDrop ND-1000 y su calidad 
determinada mediante Bioanalyzer 2100. 
 La reacción de transcripción reversa fue llevada a cabo mediante High 
Capacity RNA to cDNA kit (Life Technologies; Carlsbad, California, USA) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utilizó 1 µg de ARN total en 
un volumen final de reacción de 25 µl. 
 La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) fue llevada a cabo en 
placas de 384 pocillos usando el sistema de detección Taqman® Gene 
Expression Assays (Life Technologies y Applied Biosystems; Foster City, 
California, USA). Las sondas o primers utilizados se muestran en la Tabla 7: 
Número de Catálogo Identificador del Ensayo Símbolo del Gen 
4448892 Hs01028916_m1 AQP1, hCG39137 
4453320 Hs00233476_m1 BMP7, hCG40100 
4453320 Hs01075861_m1 CD44, hCG1811182 
4453320 Hs01023894_m1 CDH1, hCG28201 
4448892 Hs01004530_m1 CDH13, hCG38474 
4448892 Hs00193225_m1 COL13A1, hCG1787551 
4448892 Hs00915125_m1 COL6A3, hCG23027 
4448892 Hs01879841_s1 GREM1, hCG1811964 
4453320 Hs00369211_m1 IL33, hCG31015 
4453320 Hs00911700_m1 KDR, hCG31572 
4448892 Hs02569742_s1 KRT34, hCG1641096 
4453320 Hs00899658_m1 MMP1, hCG41471 
4453320 Hs01548727_m1 MMP2, hCG24148 
4453320 Hs00427620_m1 TBP, hCG2029691 
4453320 Hs00197918_m1 TFPI2, hCG19196 
4453320 Hs00264920_s1 THBD, hCG1643886 
4453320 Hs00962908_m1 THBS1, hCG1787130 
4453320 Hs00900055_m1 VEGFA, hCG18998 
4453320 Hs03044281_g1 
YWHAZ, hCG1811195, 
hCG21543, 
hCG2009146 
Tabla 7: Sondas/primers empleados en los estudios de PCR cuantitativa a tiempo real. 
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 Los ensayos son mezclas de primers y sondas verificados por Life 
Technologies y se escogieron utilizando los criterios de Best Coverage 
(recomendado para experimentos de expresión génica estándar pues detecta 
el máximo número de transcritos del gen de interés) y que el ensayo estuviera 
disponible en formato estándar. Se puede obtener más información de cada 
ensayo en particular introduciendo su identificador en el buscador de la página 
http://www.lifetechnologies.com/es/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-
time-pcr-assays.html. 
 En cada uno de los pocillos de la placa se añaderon 2,5 µl de ADNc 
(dilución 1/10), 0,5 µl de la sonda o primer correspondiente, 5 µl de TaqmanR 
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystem) y 2 µl de agua. 
 La PCR se llevó a cabo en un equipo 7900 HT Fast Real-Time PCR 
System (Applied Biosystem) con 10 minutos a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos 
a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. Los datos se recogieron con SDS software y se 
analizaron con RQ Manager y DataAssistTM (Life Technologies), definiendo el 
pool de omentos como muestra calibradora y TBP como gen de referencia. A 
partir de los Ct, se realizaron los cálculos de expresión relativa, aplicando el 
algoritmo 2-∆∆Ct. 
 
6.2. SILENCIAMENTO DE GREM1 
 
 Se plaquearon 120000 células obtenidas en efluentes en pocillos de 
placas p24. Se transfectó con el ARN pequeño de interferencia (ARNip) o small 
interfering RNA (siRNA), un siRNA para la secuencia de ADNc de 
GREM1humano (Hs0179841_s1; Ambion) y un siRNA control (Ambion), 
preparando siRNA (tanto el de silenciamento como el control) a 400 nM en 250 
µl de Opti-MEM (GIBCO, Life technologies). Aparate, se preparó 250 µl de 
Opti-MEM con 1,33 µl de DharmaFECT 1 (Dharmacon, GE Healthcare Life 
Science, Colorado, USA). Después de incubar ambos 5 minutos a temperatura 
ambiente, se mezclaron y se dejó incubar otros 20 minutos a temperatura 
ambiente. A esta nueva mezcla se le añadió 50 µl de FBS. Una vez que las 
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células estuvieron listas, se dio un lavado con Opti-MEM y se añadieron 550 µl 
en cada pocillo de la mezcla anteriormente preparada, quedando el siRNA a 
una concentración final aproximada de 200 nM y 10% de FBS. Al día siguiente 
se cambió el medio y se sustituyó por M199 fresco. Se dejan 24 horas y se 
repite otro ciclo de silenciamento con siRNA. Al final, las células se lisaron, se 
aisló el ARN y se analizó GREM1 (Hs00171951_m1; Applied Biosystems Inc) 
mediante el sistema Taqman, y mediante SYBR Green (Roche Diagnostics 
GmbH) se determianron los genes FN (5’CCTGAAGCTGAAGAGACTTGC3’; 
5’CGTTTCTCCGACCACATAGGA3’, Tm=66ºC), COL1 (5’AATGATGTTGAA 
CTTGTTGCTGA3’; 5’TTGTCTTTCCCCATTCATTTG3’, Tm=64ºC), y el gen 
18S (5’ATCCATTGGAGGGCAAGTC3’; 5’GCTCCCAAGATCCAACTACG3’, 
Tm=58ºC) como gen normalizador. 
 
6.3. WESTERN-BLOT 
 
 En los estudios “in vitro” realizados en Pharmakine S.L., se realizó un 
Western Blot para comprobar los niveles de E-Cadherina entre las células 
mesoteliales que habían sufrido un tratamiento inductor de MMT y las que no.  
 Para ello, las células se cultivaron en frascos T-25 tal y como se indica 
en un apartado anterior, y se lavaron tres veces con PBS1X para eliminar todos 
los restos de suero que acompañaban al medio de cultivo. Las células fueron 
lisadas en buffer RIPA (50 mM Tris-HCL pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% SDS, 1% 
Triton X-100, 0,5% deoxicolato sódico) suplementado con inhibidores de 
proteasas (Roche Applied Science), manteniéndose en hielo en todo momento 
con el fin de evitar la degradación de las proteínas. El extracto de proteínas 
obtenido fue centrifugado a 13000 rpm, durante 15 minutos, a 4ºC, recogiendo 
alícuotas del sobrenadante y almacenándolo a -80ºC hasta su uso. La proteína 
total fue cuantificada mediante el método DC (BioRad; Hercules, California, 
USA).  
 Las proteínas fueron separadas en condiciones desnaturalizantes 
mediante el método de electroforesis SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 
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7,5%. Como patrón de pesos moleculares preteñidos se usó Broad Range 
(BioRad). Terminada la electroforesis se procedió a realizar la transferencia a 
una membrana de fluoruro de polivinilideno (Polyvinylidene fluoride, PVDF), la 
cual se bloqueó, para evitar las uniones inespecíficas, con tampón TBS-T 
(solución salina tamponada con Tris (Tris-buffered saline) con 1% Tween-20), 
complementado 5% de leche desnatada (p/v) y 1% de albúmina de suero 
bovino (Bovine serum albumin; BSA) (p/v).  
 La membrana fue incubada durante 1 hora a temperatura ambiente, con 
el anticuerpo primario anti E-Cadherina (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, 
California, USA) a una dilución 1:100 en TBS-T con 1% BSA. Después, se 
realizó la incubación con un anticuerpo secundario frente a ratón y que llevaba 
unida la peroxidasa (HRP), a una dilución 1:5000 en TBS-T con 1% BSA. 
 La detección de las proteínas se realizó mediante quimioluminiscencia 
con el kit SuperSignal West Dura Extended Substrate (Pierce; Rockford, Illinois, 
USA), y las imágenes se obtuvieron con una cámara CCD del equipo Quemi 
Doc (BioRad). 
 
6.4. ELISA 
 
 A partir de los estudios de microarrays, se seleccionaron una serie de 
proteínas como posibles nuevos marcadores moleculares y fueron estudiadas 
mediante la técnica de ELISA, utilizando kits comerciales y siguiendo las 
instrucciones del fabricante: TSP1 y VEGF (R&D Systems); Colágeno XIII, 
Cadherina 13 y Gremlin1 (Uscn Life Science Inc; Houston, Texas, USA); MMP1 
y MMP2 (Abnova Corporation; Taipei, Taiwan). 
 Todos estos kits se seleccionaron por su capacidad para detectar la 
proteína humana correspondiente. Las proteínas fueron medidas en 
sobrenadante de cultivos celulares de células mesoteliales procedentes de 
efluentes de diálisis y plasmas de pacientes sometidos a diálisis peritoneal.  
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 Se procedió a medir por kit de ELISA el VEGF (R&D Systems), en los 
sobrenadantes de los cultivos, previamente filtrados. Se realizaron 
determinaciones de la concentración de TSP1, VEGF y GREM1 en 40 
efluentes (20 drenaron células con fenotipo Epitelioide y 20 con fenotipo No 
Epitelioide) procedentes de pacientes en diálisis peritoneal. 
 
7. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS Y PROGRAMAS INFORMÁTICOS 
 
 Para establecer el Índice Elíptico empleado en los estudios estadísticos 
se realizaron las medidas sobre fotografías de los cultivos mediante el 
programa informático Image J (National Institute of Health; Bethesda, Maryland, 
USA). Se dividió la longitud mayor entre la menor de la célula, midiéndose diez 
células escogidas al azar en cada imagen y se calculó la media de los valores 
obtenidos, siendo este valor empleado en los análisis de correlaciones. Así 
mismo se utilizó para determinar el fenotipo Epitelioide o No Epitelioide de las 
células mesoteliales. Si el valor calculado del Índice Elíptico era mayor o igual a 
dos (≥2), es decir, la célula presenta una longitud el doble que su anchura, se 
le asignaba el fenotipo No Epitelioide. Si, por el contrario, el Índice Elíptico era 
menor de dos (<2), el fenotipo asignado era Epitelioide. 
 Para los análisis estadísticos se empleó el software SPSS statistic 
package v20 (IBM; Chicago, Illinois, USA) y GraphPad Prism v5 (GraphPad 
Software, Inc; La Jolla, California, USA), siendo los test empleados el test 
desapareado de la t de Student (paramétrico) y el test U de Mann-Whitney (no 
paramétrico), según fuera necesario en cada caso. Para las correlaciones 
lineales se utilizó el test de regresión de Pearson (paramétrico) o el test de 
Spearman (no paramétrico). Para el estudio de Tablas de Contingencia se 
empleó como test estadístico el Chi Cuadrado de Pearson. Los resultados se 
expresan como media ± desviación estándar y se consideró que existía 
significancia estadística cuando se obtenía una p≤0,05. 
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1. RESULTADOS DE LAS HIBRIDACIONES MEDIANTE MICROARRAYS 
 
1.1. ESTUDIOS “in vitro” 
 
 Con el propósito de determinar el patrón de expresión génica diferencial 
de las células mesoteliales en un modelo “in vitro”, se realizaron los 
tratamientos e hibridaciones expuestos más adelante. Los resultados que se 
obtuvieron de estos experimentos aportan información para la validación de 
dicho modelo. 
 Para la realización de los estudios “in vitro” se trató a la mitad de las 
células obtenidas de tres omentos (Omento A, Omento B y Omento C) 
procedentes de individuos no urémicos distintos, con TGF-β1 e IL-1β durante 
72h para inducir la MMT. La otra mitad de las células no fue sometida a ningún 
tratamiento, siendo el control del experimento. A la hora de realizar las 
hibridaciones se comprobó, en un primer análisis orientativo, que en el Omento 
B el número de genes, tanto sobre-expresados como infra-expresados, era 
bastante menor al compararlos con los Omentos A y C (Tabla 8). 
 
Omento Nº genes inducidos Nº genes reprimidos 
A 518 804 
B 242 396 
C 953 1274 
Tabla 8: Primera aproximación de la expresión diferencial en los estudios “in vitro”. Inducidos, 
ratio≥2; reprimidos, ratio≤0,5. 
 Así mismo se pudo determinar al analizar los niveles de VEGF en los 
sobrenadantes de los cultivos celulares mediante ELISA, que la cantidad de 
VEGF en el control del Omento B, aproximadamente 10.000 pg/106 células, era 
más elevada respecto a los controles de los Omentos A y C, que en ningún 
caso supera los 2.000 pg/106 células (Figura 7): 
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Figura 7: Niveles de VEGF en los sobrenadantes de los cultivos celulares de A: Omento A; B: 
Omento B; y C: Omento C, al ser tratadas o no con TFG-β e IL-1β, 72 horas. (*) Diferencias 
significativas entre células tratadas y no tratadas (p≤0,01). Test estadístico: t-Student (en los 
tres casos). 
 Mediante la técnica de Western Blot se pudo determinar la expresión de 
E-Cadherina en las muestras control y en las tratadas procedentes de los 
distintos omentos (Figura 8): 
 
Figura 8: Western Blot de A: Omento A; B: Omento B; y C: Omento C. La flecha azul indica la 
banda correspondiente a la E-Cadherina. 
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 Como se puede comprobar por la intensidad de la banda, la expresión 
de E-Cadherina en el control del Omento B es menor que en los Omentos A y 
C. También observamos la desaparición de la banda de E-Cadherina en las 
muestras tratadas para inducir la MMT. 
 Dado que estos resultados (número de genes que cambian su expresión 
en menor número respecto los otros dos omentos, cantidad de VEGF y E-
Cadherina) nos indujeron a pensar que el Omento B podía encontrarse en 
etapas iniciales de MMT, se tomó la decisión de suprimir esta muestra y repetir 
los análisis de las hibridaciones. 
 Los análisis de expresión diferencial de los Omentos A y C se llevaron a 
cabo con el software libre Babelomics, mediante el análisis Limma One-Class y 
con una corrección para múltiples test de False Discovery Rate (FDR; 
Benjamini & Hochberg) ≤ 0,01. Se obtuvieron la media de los ratios y un valor p 
(p-value) ajustado con FDR. Se consideró que un gen estaba sobre-expresado 
o inducido cuando el ratio era mayor o igual a 2 (ratio≥2) e infra-expresado o 
reprimido cuando el ratio era menor o igual a 0,5 (ratio≤0,5).  
 Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
 
Genes comunes en los Omentos A y C 
Inducidos Reprimidos 
141 270 
Tabla 9: Número de genes comúnmente inducidos (ratio≥2) o reprimidos (ratio≤0,5) en los 
omentos A y C.  
 
 En la tabla 9 se indica el número de genes que se inducen o que se 
reprimen cuando se trata a las células de los omentos A y C con TGF-β1 e IL-
1β respecto a células de los mismos omentos sin tratar. Con estos datos 
podemos determinar que el número de genes reprimidos es mayor, siendo en 
este caso aproximadamente el doble, que el de genes inducidos en nuestro 
modelo “in vitro”. Gracias a estos resultados podemos concluir que, al menos 
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en este modelo, durante la MMT predominan los fenómenos de represión o 
infra-expresión de proteínas, en vez de inducir la expresión de nuevas 
moléculas o sobre-expresar las ya existentes. 
 
1.2. ESTUDIOS “ex vivo” 
 
 Con el objetivo de, a partir de la expresión génica diferencial entre 
individuos sometidos a diálisis peritoneal e individuos sin patología renal, 
encontrar posibles nuevos marcadores moleculares de MMT para mejorar el 
diagnóstico y/o pronóstico de dichos pacientes, se realizaron los estudios 
expuestos a continuación. 
 Como en el caso de los estudios “in vitro”, en los estudios “ex vivo”, los 
análisis se realizaron con el software libre Babelomics, mediante Limma One-
Class con corrección de FDR≤0,01. Se obtuvo una media de los ratios de las 
distintas muestras y un valor p ajustado con FDR. Si el ratio era mayor o igual a 
2, se consideraba al gen como inducido, y si era menor o igual a 0,5, se le 
consideraba reprimido. Así, obtuvimos una serie de genes diferencialmente 
expresados para cada uno de los fenotipos definidos. 
 
1.2.1. CONTROLES “ex vivo” 
 
 Al realizar las hibridaciones de los cuatro omentos entre sí para validar el 
pool de omentos como control en los estudios “ex vivo”, se obtuvo:  
Genes comunes en el pool de cuatro omentos 
Inducidos Reprimidos 
58 37 
Tabla 10: Número de  genes inducidos (ratio≥2) o reprimidos (ratio≤0,5) comunes en los cuatro 
omentos que forman el pool control de los experimento “ex vivo”. 
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 El número de genes inducidos es mayor que el de genes reprimidos 
(Tabla 10), pero sin llegar a ser el doble. En ambos grupos, el número de 
genes que cambian su expresión es realmente bajo, sobre todo si tenemos en 
cuenta la gran cantidad de genes que se compararon en los microarrays de los 
cuatro omentos. Estos resultados muestran la idea de que la variación 
interindividual en las muestras de omento de este estudio es mínima y puede 
considerarse despreciable, validando la formación de un pool control 
equimolecular a partir del ARN obtenido de las células extraídas de estos 
omentos. 
 
1.2.2. ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES 
 
 Al hibridar las muestras de los pacientes respecto al pool control de 
omentos y en un análisis preliminar al realizar un cluster o agrupamiento, el 
cual ordena las muestras según la expresión génica determinada en el 
microarray, se comprobó que las muestras tanto Epitelioides como No 
Epitelioides agrupaban bien entre sí, excepto la muestra HLP10 que siendo No 
Epitelioide, aparecía agrupada con las Epitelioides. Teniendo la sospecha de 
que esta muestra podría estar en un estado más temprano de la MMT que el 
resto de muestras No Epitelioides, se decidió suprimirla del estudio y se 
volvieron a realizar los análisis de expresión génica diferencial, esta vez con 
nueve muestras Epitelioides y ocho No Epitelioides. 
 Se obtuvieron 34 ratios de otros tantos microarrays. Para simplificar el 
análisis estadístico, primero se calculó el ratio por muestra que se deriva del 
Dye-swap o inversión de fluoróforo, obteniendo así un ratio por cada muestra, 
teniendo al final nueve ratios Epitelioides y ocho No Epitelioides. Con estos 
ratios se realizaron dos tipos de análisis: 
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Respuesta No Epitelioide y Epitelioide: 
 Mediante el establecimiento del Índice Elíptico, las células mesoteliales 
obtenidas de los pacientes se clasificaron en dos grupos, Epitelioides (Índice 
Elíptico < 2, con una morfología poligonal o empedrada) y No Epitelioides 
(Índice Elíptico ≥ 2, presentando un aspecto alargado o fibroblastoide). El test 
estadístico empleado en estos estudios fue Limma One-Class, en un valor p 
ajustado con FDR. 
 Gracias a los estudios realizados mediante microarrays se determinó el 
número de genes diferencialmente expresados en los grupos Epitelioide y No 
Epitelioide, así como los genes, tanto inducidos como reprimidos, que eran 
comunes en ambos grupos, obteniéndose los siguientes resultados: 
 
Grupos Inducidos Reprimidos 
Epitelioide 136 279 
No Epitelioide 365 791 
Comunes 68 202 
Tabla 11: Número de genes inducidos (ratio≥2) y reprimidos (ratio≤0,5) en el fenotipo No 
Epitelioide, Epitelioide y comunes en ambos fenotipos. 
 
 Como se puede observar en los datos obtenidos (Tabla 11 y Figura 9A), 
el número de genes inducidos es mayor en las células mesoteliales que 
presentan un fenotipo No Epitelioide, siendo además mayoritarios los genes 
que se inducen exclusivamente en este fenotipo (297 genes), sin ser 
comúnmente expresados en las células Epitelioides (68 genes). Cuando nos 
fijamos en las células mesoteliales con fenotipo Epitelioide, podemos 
comprobar que prácticamente la mitad de los genes inducidos se expresan 
únicamente en este fenotipo, mientras que la otra mitad se expresa en común 
con las células No Epitelioides (68 genes en ambos casos). 
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Figura 9: Número de genes diferencialmente expresados en los fenotipos celulares Epitelioide 
y No Epitelioide, incluidos los comunes en ambos fenotipos, a partir de muestras de pacientes y 
respecto al pool control de omentos. A: genes inducidos. B: genes reprimidos. En ambos casos 
obtenemos un número de genes mayor en el fenotipo No Epitelioide. 
 
 Si nos fijamos en los genes reprimidos (Figura 9B), podemos constatar 
que su número es mayor en las células No Epitelioides y que la mayoría no son 
comunes con las células Epitelioides, siendo exclusivos del primer fenotipo 
(589 genes). Por otro lado, en las células Epitelioides, se ve claramente que la 
mayoría de los genes reprimidos son comunes con fenotipo No Epitelioide (202 
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genes), siendo bajo el número de genes reprimidos exclusivos de este grupo 
(77 genes). 
 Considerando estos datos, podemos determinar que el número de genes 
reprimidos es siempre mayor que el de inducidos, ya sea en células 
Epitelioides, No Epitelioides o genes comunes en ambos fenotipos (Tabla 11 y 
Figura 9) y dado que la cantidad de genes diferencialmente expresados es 
siempre mayor en el fenotipo No Epitelioide, parece indicar que cuanto más 
avanzado se encuentra el proceso de MMT, mayor es la cantidad de genes que 
cambian su patrón de expresión. 
 
Respuesta No Epitelioide vs Epitelioide: 
 En esta aproximación del análisis de los datos, se enfrentaron los ocho 
ratios No Epitelioides frente a los nueve ratios Epitelioides, obteniéndose un 
ratio medio de cambio de las muestras No Epitelioides frente a la muestras 
Epitelioides. El análisis empleado para obtener la significancia estadística fue 
Limma Two-Class, con un valor p ajustado por FDR. De esta forma se obtienen 
los genes diferencialmente expresados en las células No Epitelioides respecto 
a las células Epitelioides (y no frente al pool control, como en el caso anterior). 
En este contexto, y de forma similar a lo expuesto anteriormente, tenemos que 
el número de genes reprimidos es superior, muy próximo al doble, respecto a 
los genes inducidos (Tabla 12). Son estos los genes que nos distingue entre un 
estado temprano o uno más avanzado durante la transición mesenquimal, 
siendo potenciales biomarcadores del proceso de MMT. 
 
No Epitelioide vs Epitelioide 
Inducidos Reprimidos 
130 238 
Tabla 12: Número de genes inducidos (ratio≥2) y reprimidos (ratio≤0,5) de las muestras No 
Epitelioides frente a las muestras Epitelioides. 
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1.3. COMPARACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL “in 
vitro” y “ex vivo” 
 
 Una vez obtenidos el número de genes diferencialmente expresados en 
cada grupo, tanto inducidos como reprimidos, a partir de los estudios 
anteriormente expuestos se realizó una comparación entre todos ellos, tanto de 
los datos procedentes de los trabajos “in vivo” como de los trabajos “ex vivo”, 
para determinar el número de genes que había en común o no entre todos 
ellos. Los resultados fueron los siguientes: 
 
Grupos Genes Inducidos Comunes Genes Reprimidos Comunes
In Vitro-NE-E 21 76 
In Vitro-E 23 80 
In Vitro-NE 79 150 
NE-E 68 202 
Tabla 13: Número de genes comúnmente inducidos (ratio≥2) o reprimidos (ratio≤0,5) en los 
grupos indicados. Los Omentos A y C son procedentes de los estudios del modelo “in vitro”. 
NE: No Epitelioide, E: Epitelioide, ambos grupos procedentes de los estudios “ex vivo” a partir 
de pacientes sometidos a diálisis peritoneal. 
 
 Al ver estos resultados (Tabla 13, Figura 10), se puede comprobar que 
estamos en una situación similar a las estudiadas hasta ahora, encontrando 
que el número de genes reprimidos es mayor que el de inducidos, 
presentándose esta diferencia en todos los grupos que comparamos, tanto en 
los genes comunes en distintos grupos, como en los que no. Estos datos 
también nos indican que el número de genes que cambian su expresión es 
mayor y en todos los casos, en el fenotipo No Epitelioide, tanto respecto al 
fenotipo Epitelioide como a los estudios “in vitro” (Figura 10). 
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Figura 10: Número de genes diferencialmente expresados entre los distintos grupos 
estudiados, tanto de los procedentes de los estudios “in vitro” (omentos A y C) como 
procedente de los estudios “ex vivo”. A: genes inducidos. B: genes reprimidos. Obtenemos un 
número de genes mayor en el fenotipo No Epitelioide en todos los casos. 
 
 Es importante señalar que con estos datos podemos comprobar que los 
genes que están diferencialmente expresados en los Omentos A y C, a los que 
Resultados 
 
77 
 
se les ha inducido una MMT “in vitro”, no coinciden totalmente con los genes 
inducidos o reprimidos en las muestras de los pacientes que también están 
sufriendo una MMT (fenotipos Epitelioides y No Epitelioides). Se observa que 
hay un cierto número de genes en común, tanto en el caso de inducidos como 
en el de reprimidos, pero los genes expresados diferencialmente en el modelo 
“in vitro” de MMT no son exactamente los mismos genes del modelo “ex vivo”, 
existiendo un solapamiento parcial de los genes entre ambos modelos. 
 Además de lo hasta ahora indicado, se puede determinar que el número 
de genes diferencialmente expresados, ya sean inducidos o reprimidos, es 
mayor en las muestras No Epitelioides (que están en un estado más avanzado 
de MMT) que en las muestras Epitelioides (que están en un estado mucho más 
temprano de la transición mesenquimal) (Figura 10). 
 Cuando se comparó el número de genes inducidos y reprimidos de los 
controles “ex vivo” respecto a las muestras No Epitelioides y Epitelioides, se 
obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 14): 
 
Grupos Inducidos Comunes Reprimidos Comunes 
Controles-NE-E 1 3 
Controles-E 4 7 
Controles-NE 5 6 
Tabla 14: Número de genes inducidos (ratio≥2) o reprimidos (ratio≤0,5) en los controles de los 
experimento  “ex vivo” al compararlo con los datos obtenidos de las muestras No Epitelioides 
(NE) y Epitelioides (E). 
 
 En la figura 11, se vuelve a observar que hay un mayor número de 
genes reprimidos que inducidos, y que los genes diferencialmente expresados 
son más numerosos en las muestras No Epitelioides respecto a las 
Epitelioides. Se puede comprobar el bajo número de genes comunes, ya sean 
inducidos o reprimidos, entre los controles “ex vivo” y las muestras de 
pacientes, tanto No Epitelioides como Epitelioides, lo que nos indica una baja 
incidencia de la variación de los controles en la respuesta a la MMT. 
Resultados 
 
78 
 
 
 
Figura 11: Representación gráfica del número de genes diferencialmente expresados al 
comparar los controles “ex vivo” con los fenotipos Epitelioide y No Epitelioide. A: genes 
inducidos. B: genes reprimidos. Obtenemos un número de genes mayor en el fenotipo No 
Epitelioide en todos los casos. 
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1.4. ESTUDIOS DE AGRUPAMIENTO O CLUSTERING 
 
 Una vez obtenidos los genes que se encuentran expresados 
diferencialmente en nuestros modelos de estudio, se procedió a realizar un 
agrupamiento o clustering de las muestras estudiadas mediante el programa 
TIGR MeV.  
 Utilizando el conjunto de todos los genes que se encuentran inducidos y 
reprimidos identificados en las muestras No Epitelioide y Epitelioide respecto al 
pool control en los estudios “ex vivo” como posible huella molecular o 
marcador, se realizó un primer agrupamiento para comprobar su eficacia 
(Figura 12). 
 
 
Figura 12: Agrupamiento de las muestras de los estudios “ex vivo” frente a el pool control de 
omento. Se observa que las muestras de un mismo fenotipo agrupan juntas. 
 
 El resultado que se obtuvo fue un buen agrupamiento de las muestras 
procedentes de los pacientes en cada uno de los fenotipos celulares definidos 
en este trabajo. Las muestras No Epitelioides agruparon juntas y lo mismo 
ocurrió con las muestras Epitelioides. Es oportuno señalar que los resultados 
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de los clusters pueden no ser exactamente los mismos en función de las 
distancias medidas en ellos, aunque los agrupamientos deben ser similares. 
 Se realizó una segunda clasificación en la que se utilizaron los genes 
inducidos y reprimidos que se obtuvieron a partir de los análisis realizados al 
comparar las muestras No Epitelioides frente a las Epitelioides (No Epitelioide 
vs Epitelioide) (Figura 13). 
 
 
Figura 13: Agrupamiento de las muestras usando los genes diferencialmente expresados de 
las muestras No Epitelioides frente a las Epitelioides. Se observa que las muestras de un 
mismo fenotipo agrupan juntas. 
 
 En este segundo agrupamiento también se obtuvo una buena 
clasificación de las muestras en los dos grupos definidos, con las muestras No 
Epitelioides reunidas juntas, lo mismo que las muestras Epitelioides. 
 Los resultados similares entre los dos agrupamientos ayudan a confirmar 
la correcta selección de las muestras utilizadas en el estudio y que los genes 
diferencialmente expresados en los microarrays en verdad nos distinguen entre 
células que no han sufrido MMT, células que se encuentran en un estado 
temprano de MMT (fenotipo Epitelioide) y células en un estado más avanzado 
en el proceso de transición mesenquimal (fenotipo No Epitelioide). 
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2. VALIDACIÓN MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL 
 
 De entre todos los genes diferencialmente expresados en los 
microarrays, se seleccionaron 45 de aquellos que presentaron una marcada 
inducción o represión, para realizar la validación de los microarrays mediante 
PCR cuantitativa en tiempo real. Se tomaron 19 muestras, 7 de ellas 
pertenecientes al estudio de microarrays (3 con fenotipo Epitelioide y 4 con 
fenotipo No Epitelioide), y 11 muestras (2 Epitelioides y 9 No Epitelioides) 
pertenecientes a pacientes sometidos a diálisis peritoneal que no habían sido 
incluidos en los estudios de expresión génica diferencial, además  del pool 
control de omentos. 
 Al obtener los niveles de expresión de los genes seleccionados respecto 
al pool control, se pudo determinar que, utilizando los genes de la Tubulina 
(TBP) o el ribosoma 18S (18S) como genes de referencia, la mayoría de los 
genes seleccionados tenían un comportamiento igual o muy similar tanto en los 
resultados obtenidos mediante microarrays como en los proporcionados por la 
PCR cuantitativa en tiempo real, por lo que se consideró validada las técnica y 
los resultados de los estudios realizados a través de la metodología de los 
microarrays (Tablas 15 y 16). 
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Tabla 15: Resultados de la validación mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando TBP 
como gen de referencia. Los valores expuestos representa la media de las distintas muestras 
analizadas. Los valores marcados como 0,00 indican valores inferiores a 0,01. 
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Tabla 16: Resultados de la validación mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando 18S 
como gen de referencia. Los valores expuestos representa la media de las distintas muestras 
analizadas. Los valores marcados como 0,00 indican valores inferiores a 0,01. 
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 GREM1 es el gen más inducido de todos, tanto en el caso Epitelioide 
como No Epitelioide, y como podemos observear en las tablas anteriores, su 
validación no es significativa. Por eso, se realizó una segunda validación con 
distintos oligos, siendo positiva en esta ocasión y obteniéndose que en 
Epitelioides está inducido 4,0313 veces, con un valor p de 0,001845; en No 
Epitelioides se induce 7,8212 veces y valor p de 0,003565; y en el caso de No 
Epitelioides vs Epitelioides está aumentado 1,9401 veces, con valor p de 
0,765057. 
 
Figura 14: Agrupamiento de las muestras empleadas en la validación de los microarrays en 
función de los genes validados. Gen de referencia TBP. Los números de la parte inferior de la 
figura corresponden a las muestras analizadas. Se observa que las muestras de un mismo 
fenotipo agrupan juntas, a excepción de la muestra 7. 
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Figura 15: Agrupamiento de las muestras empleadas en la validación de los microarrays en 
función de los genes validados. Gen de referencia 18S. Los números de la parte inferior de la 
figura corresponden a las muestras analizadas. Se observa que las muestras de un mismo 
fenotipo agrupan juntas, a excepción de la muestra 7. 
 Usando los datos de validación, se procedió a realizar un agrupamiento 
de las muestras mediante cluster, de forma análoga a la realizada en los 
estudios de microarrays, siendo los resultados (Figuras 14 y 15). 
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 A la vista de estos resultados, se puede comprobar que en ambos 
cluster, las muestras No Epitelioides (5, 20, 22, 23, 607, 665, 680, 819, 829, 
847, 861, 876 y 882) y Epitelioides (2, 7, 17, 628 y 862) quedan bien 
agrupadas, con excepción de la muestra 7 (Epitelioide) que se agrupa con las 
No Epitelioides. La MMT es un proceso continuo, con multitud de estados 
intermedios no claramente diferenciados, y una posible explicación de esta 
situación es que la muestra 7 tal vez se encuentre en un estado más avanzado 
de la transición mesenquimal que el resto de muestras Epitelioides. Se puede 
comprobar que el pool control de omentos queda agrupado en torno a las 
muestras Epitelioides, lo que resulta lógico, ya que estas se encuentran en 
estados iniciales del proceso y su semejanza respecto al estado inicial en el 
que todavía no se ha iniciado la transición es mayor que en las No Epitelioides, 
que están en un estado mucho más avanzado y diferenciado. 
 Con estos agrupamientos queda demostrada la capacidad de estos 
genes seleccionados para la validación de los microarrays de discriminar entre 
células mesoteliales que presentan un fenotipo Epitelioide de las que presentan 
uno No Epitelioide. 
 
3. ANÁLISIS DE ANOTACIÓN FUNCIONAL 
 
 Cada grupo de genes diferencialmente expresados fue sometido a un 
análisis de anotación funcional mediante el programa de acceso libre Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) Bioinformatics 
Resource. Gracias a este proceso, se obtuvo la Ontología Génica (Gene 
Ontology, GO) a partir de los dominios Proceso Biológico (Biological Process, 
BP), Componente Celular (Cellular Component, CC) y Función Molecular 
(Molecular Function, MF); y las redes de interacción moleculares mediante la 
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes, KEGG). Se seleccionaron aquellas anotaciones que presentaban un 
valor p y un FDR menor o igual a 0,05 (valor p≤0,05 y FDR≤0,05). Debido a 
que hay anotaciones que presentan un valor p≤0,05 pero un FDR≥0,05, 
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encontramos el caso de dominios que no presentan ninguna anotación 
funcional asociada. Los resultados se presentan en las Tablas 22-29. La 
columna categoría indica la Ontología Génica a la que pertenece el término; la 
columna término indica a anotación en sí; la columna número de genes hace 
referencia al número de genes asociados a dicho término y la columna 
porcentaje indica la proporción de genes que están incluidos en dicho término. 
 
Tabla 17: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en los fenotipos No Epitelioide 
y Epitelioide. En los genes inducidos no hay ningún término asociado debido a que aunque 
tuviesen un valor p≤0,05, no cumplían con el criterio de tener un FDR≤0,05. En los genes 
reprimidos tenemos en BP: 5 anotaciones y en CC: 3. 
 En el caso de los genes comúnmente inducidos en los fenotipos 
Epitelioide y No Epitelioide, ninguna de las anotaciones presentaba un 
FDR≤0,05 a pesar de mostrar valor p estadísticamente significativo. En los 
genes reprimidos encontramos un predominio de los procesos biológicos 
implicados en procesos de desarrollo a distintos niveles, con cinco anotaciones: 
desarrollo del organismo pluricelular, desarrollo de la estructura anatómica, 
desarrollo sistémico, proceso de desarrollo y desarrollo de órganos. Así mismo 
encontramos tres anotaciones correspondientes a la ontología de componente 
celular: región extracelular, parte de la región extracelular y espacio 
extracelular (Tabla 17). 
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Tabla 18: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en el fenotipo Epitelioide. Los 
términos se distribuyen en inducidos: CC: 2, KEGG: 1; reprimidos: BP: 9, CC: 4. 
 En el fenotipo Epitelioide (Tabla 18), vemos la inducción de genes 
implicados en componentes de la región extracelular (con dos anotaciones) y 
en el metabolismo de aminoazúcares y nucleóticos. En los genes reprimidos 
son destacables los genes relacionados con distintos procesos de desarrollo, 
presentando las mismas etiquetas que las mostradas en la tabla anterior, 
añadiendo procesos implicados en el ensamblaje de distintas estructuras 
nucleares (ensamblaje del nucleosoma, de la cromatina y de complejos ADN-
proteína). También encontramos las mismas anotaciones relacionadas con la 
ontología del componente celular. 
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Tabla 19: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en el fenotipo No Epitelioide. . 
Los términos se distribuyen en inducidos: BP: 42, CC: 6, MF: 3, KEGG: 2; reprimidos: BP: 19, 
CC: 10, MF: 1. 
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 En el fenotipo No Epitelioide (Tabla 19), tanto en los genes inducidos 
como reprimidos encontramos anotaciones de procesos implicados en el 
desarrollo y la adhesión a distintos niveles. Son destacables los términos o 
anotaciones relacionados con procesos de angiogénesis y regulación de la 
vasculatura, la respuesta a heridas, componentes de la ECM o la unión a 
proteínas o receptores en los genes inducidos, todos ellos descritos en el 
desarrollo de la MMT. Al contrario que en los casos anteriores, el número de 
anotaciones en los genes inducidos es mayor que en los reprimidos. Es notable 
que la ontología de función biológica es la más numerosa, superando 
ampliamente al resto, ya sea en inducidos (42 anotaciones) o en reprimidos (19 
anotaciones). 
 Observando estos datos en conjunto (Tablas 22-24) se puede constatar 
que desde etapas tempranas de la MMT (fenotipo Epitelioide) se encuentran 
reprimidos genes implicados en distintos tipos de desarrollo. En la etapas más 
tardías (fenotipo No Epiteloide), podemos encontrar que a la vez se inducen 
genes implicados también en procesos de desarrollo, coexistiendo ambas 
tendencias. Algo similar ocurre con los fenómenos de adhesión, que se 
encuentra tanto en los genes inducidos como reprimidos en el fenotipo No 
Epitelioide. Esto se explica a que durante la MMT cambia el patrón de adhesión 
molecular, se pierde la capacidad de adhesión a determinadas moléculas que 
inhiben o reducen su expresión, mientras que se gana en otras que se inducen 
o se sintetizan de novo. 
 Según vamos avanzando en el proceso de la MMT, vemos cómo va 
aumentando la variedad de anotaciones funcionales, pues de 16 términos en el 
fenotipo Epitelioide (3 en inducidos y 13 en reprimidos) pasamos a 81 
anotaciones distintas en No Epitelioides (51 en inducidos y 30 en reprimidos), 
lo que nos muestra el aumento de la complejidad en los estados avanzados de 
la transición. 
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Tabla 20: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en los estudios in vitro. Los 
términos se distribuyen en inducidos: BP: 49, CC: 19, MF: 6, KEGG: 2; reprimidos: BP: 27, CC: 
19, MF: 1, KEGG: 1. 
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 En los genes inducidos en los estudios in vitro, (Tabla 20) destacan 
términos relacionados con la regulación, tanto positiva como negativa, de 
distintos procesos a distintos niveles. Se pueden encontrar muchas 
anotaciones de regulación y desarrollo de vasos sanguíneos y angiogénesis, 
de componente de la región extracelular y unión a distintas clases de 
moléculas, además de ser mayor el número de anotaciones en los genes 
inducidos, mostrando un claro dominio de la ontología de proceso biológico (49 
anotaciones en inducidos y 47 en reprimidos). Es una situación bastante similar 
a los estudios ex vivo vistos previamente (Tablas 22-24). Sin embargo, en los 
genes reprimidos encontramos un gran número de términos implicados en 
procesos de mitosis y ciclo celular, así como de componentes o estructuras 
implicadas en estos procesos. En este caso, parece que cambia la naturaleza 
de las anotaciones entre los estudios ex vivo y los estudios in vitro, lo cual 
concuerda con los resultados obtenidos en los análisis de microarrays en los 
que teníamos un solapamiento parcial de los genes diferencialmente 
expresados durante la MMT, pues en el análisis funcional encontramos 
anotaciones tanto in vitro como ex vivo, mientras que otras parecen particulares 
de un modelo experimental concreto. 
 
Tabla 21: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en los estudios in vitro y en el 
fenotipo Epitelioide. En los genes inducidos no hay ningún término asociado debido a que 
aunque tuviesen un valor p≤0,05, no cumplían con el criterio de tener un FDR≤0,05; reprimidos: 
CC: 1, MF: 4. 
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 En los genes comúnmente inducidos en los estudios in vitro y el fenotipo 
Epitelioide, ninguna de las anotaciones presentaba un FDR≤0,05, incluso 
aunque tuviesen un valor p≤0,05. En los genes reprimidos encontramos 
anotaciones para los componentes de región extracelular y las actividades 
peptidasa y endopeptidasa tipo Serina, o la actividad Serina Hidrolasa (Tabla 
21). 
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Tabla 22: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en los estudios in vitro y el 
fenotipo No Epitelioide. Los términos se distribuyen en inducidos: BP: 39, CC: 7, MF: 6; 
reprimidos: CC: 6, MF: 4. 
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 En los genes comunes entre los estudios in vitro y fenotipo No 
Epitelioide, en los genes inducidos, y coincidiendo con otras situaciones ya 
expuestas, abundan las anotaciones implicadas en distintos tipos de adhesión 
a componentes de la región y de la ECM extracelular, así como uniones a 
moléculas de distinta naturaleza, pero sobre todo destacan los términos de 
regulación de muy variados procesos y a distintos niveles celulares. En los 
genes reprimidos son representativas las anotaciones de componentes de la 
membrana plasmática y distintas actividades peptidasa (Tabla 22). Una vez 
más, el número de anotaciones es mucho mayor en los genes inducidos que en 
los reprimidos, siendo la ontología de proceso biológico la mayoritaria (30 en 
inducidos y 6 en reprimidos). 
 
 
Tabla 23: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en los estudios in vitro y en los 
fenotipos No Eptelioide y Epitelioide. En los genes inducidos no hay ningún término asociado 
debido a que aunque tuviesen un valor p≤0,05, no cumplían con el criterio de tener un 
FDR≤0,05; reprimidos: CC: 1, MF: 4. 
 
 Cuando analizamos el caso de los genes que se encuentran 
comúnmente inducidos tanto en los estudios in vitro como en los fenotipos 
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Epitelioide y No Epitelioide, ninguna de las anotaciones presentaba un 
FDR≤0,05, aunque presentase un valor p≤0,05, por lo que no se presentó una 
asociaron con dichos términos. En los genes reprimidos sólo encontramos 
cinco anotaciones: región extracelular, actividad endopeptidasa tipo Serina, 
actividad peptidasa tipo Serina, actividad Serina Hidrolasa y actividad peptidasa 
(Tabla 23). 
 
Tabla 24: Análisis funcional de los genes inducidos y reprimidos en el fenotipo No Epitelioide 
respecto al fenotipo Epitelioide. Los términos se distribuyen en inducidos: BP: 11, CC: 4, MF: 2, 
KEGG: 2; reprimidos: CC: 4. 
Resultados 
 
100 
 
 Por último, cuando comparamos el fenotipo No Epitelioide respecto al 
fenotipo Epitelioide (Tabla 24), en los genes inducidos destacan los procesos 
de adhesión, desarrollo y regulación a muy variados niveles, los componentes 
de la ECM y la unión a proteínas o receptores, mientras que en los genes 
reprimidos encontramos únicamente cuatro anotaciones: región extracelular, 
intrínseco a la membrana plasmática, integral a la membrana plasmática y 
parte de la membrana plasmática. También en este análisis, el número de 
anotaciones fue mayor en los genes inducidos que en los reprimidos. 
 
4. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS MEDIANTE EL 
ANÁLISIS DEL ARNm 
 
 A partir de los 45 genes validados mediante qPCR (Tablas 15 y 16), se 
seleccionaron 17 genes (Figura 16) sobre los que se realizó qPCR en 51 
muestras de ARNm obtenidos de los lisados de células mesoteliales aisladas a 
partir de los efluentes de pacientes en diálisis peritoneal. 
 Cuando se agruparon los valores obtenidos mediante qPCR de los 
genes de acuerdo al fenotipo No Epitelioide y Epiteloide y se compararon las 
medias de cada uno de estos grupos (Figura 16A), se pudo comprobar que 
CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, TFPI2 y THBS1 presentan 
una diferencia estadísticamente significativa entre ambos fenotipos, siendo en 
todos estos casos la media mayor en el grupo No Epitelioide al compararlo con 
el grupo Epitelioide, lo cual coincide con los resultados obtenidos mediante 
estudios de microarrays, en la que todos estos genes se encontraban 
inducidos. Resulta conveniente destacar el caso del VEGFA el cual, aunque no 
sea estadísticamente significativo (p=0,088) parece mostrar una tendencia a la 
significancia, además de presentar una mayor inducción en el grupo No 
Epitelioide (1,84 en Epitelioide frente a 3,32 en No Epitelioide) y de estar 
inducido en los microarrays. 
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Figura 16: Agrupamiento de genes. A: Fenotipo en función del Índice Elíptico; B: 
Biocompatibilidad de los líquidos de Diálisis Peritoneal; C: Tabla de Contingencia y gráfico 
entre Fenotipo y Bioincompatibilidad. D: Datos funcionales de los pacientes en función de la 
Biocompatibilidad del líquido. Urea-MTC: Coeficiente de Transferencia de Masa de Urea; Cr-
MTC: Coeficiente de Transferencia de Masa de Creatinina; UF: Ultrafiltración. Test estadísticos: 
Mann-Whitney (A, B y D); Chi-Cuadrado de Pearson (C). 
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 Por otro lado, podemos observar en estos mismos datos que los genes 
CDH1, KDR y THBD, los cuales se encuentran reprimidos en los análisis de 
microarrays, al realizar este agrupamiento por fenotipo, también están 
reprimidos de una forma estadísticamente significativa, siendo esta represión 
mayor en el grupo de los No Epitelioides. 
 Finalmente, estos trabajos nos muestran que los genes GREM1, IL33 y 
MMP2, que están inducidos en los estudios de microarrays; y los genes APQ1 
y BMP7, que se encuentran reprimidos, no muestran diferencia significativa 
entre los fenotipos estudiados en este caso. 
 Reuniendo estos resultados, obtenemos un grupo de genes que nos 
diferencia bien entre dos fenotipos celulares distintos, el Epitelioide y el No 
Epitelioide, siendo su inducción o represión mayor en este último grupo. Los 
genes aquí estudiados muestran una menor cantidad de ARNm en etapas 
tempranas de la MMT, aumentando según progresamos hacia estados más 
avanzados, excepto CDH1, KDR, y THBD, que al ser genes que se reprimen 
durante la transición, presentan mayor cantidad de ARNm en las etapas 
iniciales. Un caso curioso de dos genes que también se reprimen son: APQ1, 
que está ligeramente aumentado en No Epitelioides y BMP7, que se encuentra 
prácticamente igual en ambos fenotipos. 
 Cuando clasificamos estos mismos genes según el carácter del líquido 
de diálisis en Bioincompatibles y Biocompatibles (Figura 16B), vemos como hay 
una diferencia estadísticamente significativa en la expresión de CDH13, 
COL6A3, COL13A1, KRT34, THBS1 y VEGFA, siendo mayor la media en el 
grupo de los Bioincompatibles. Podemos observar una tendencia a la 
significancia en el caso de AQP1 (p=0,082), CDH1 (p=0,061) y MMP1 
(p=0,066), aunque en éste último caso la media es prácticamente la misma 
(4,36 en el caso de los Bioincompatibles y 4,27 en los Biocompatibles). Incluso 
en AQP1 y CDH1, que son genes que se reprimen durante la MMT (por los 
datos anteriormente expuestos), la media en los líquidos Bioincompatibles es 
mayor respecto a los líquidos Biocompatibles.  
 Los genes CD44, GREM1, IL33, MMP2 y TFPI2 (genes inducidos en los 
estudios de microarrays), y los genes BMP7, KDR y THBD (genes reprimidos) 
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no mostraron diferencia estadística significativa cuando se comparaba la 
biocompatibilidad del líquido de diálisis. 
 Estos resultados parecen indicar que los líquidos Bioincompatibles 
tienen un mayor efecto inductor de la  MMT que los líquidos Biocompatibles. 
 Considerando la buena clasificación que se obtenía con ciertos 
marcadores, se realizó un test de Chi cuadrado de Pearson entre el fenotipo de 
la célula mesotelial y la biocompatibilidad de los líquidos de diálisis (Figura 
16C). El resultado del test indica una clara tendencia hacia la significancia 
(p=0,060), mostrando como aproximadamente el doble de las muestras No 
Epitelioides se clasificaban también en la categoría de líquido Bioincompatible, 
mientras que había un mayor número de muestras Epitelioides en los líquidos 
Biocompatibles. Estos resultados concuerdan con estudios previos y trabajos 
publicados por distintos investigadores. 
 Al realizarse los análisis de los parámetros funcionales de la membrana 
peritoneal en relación a la Biocompatibilidad de los líquidos de diálisis (Figura 
16D), se obtuvo que existe una diferencia significativa entre los MTC, tanto el 
de urea como el de creatinina, y la Ultrafiltración, entre los líquidos 
Biocompatibles y los Bioincompatibles. Sin embargo, cuando se compararon 
las medias de los grupos definidos por los dos tipos de líquidos, se obtuvo que 
ambos MTCs fueron mayores en el grupo de los Biocompatibles, mientras que 
la Ultrafiltración fue superior en el grupo de los Bioincompatibles. Estos 
resultados son opuestos a lo esperado, pues al usar un líquido Biocompatible, 
cabría esperar una mejor preservación de la membrana peritoneal, lo que 
implicaría una mayor Ultrafiltración y una menor tasa de transporte si lo 
comparásemos con una membrana que ha sido tratada con líquido 
Bioincompatible. 
 A continuación se realizaron las correlaciones entre los ARNm de los 
genes seleccionados y los distintos parámetros indicativos de la función de la 
membrana peritoneal, obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 25): 
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Tabla 25: Correlaciones entre los ARNm de los genes analizados y los parámetros funcionales 
de la membrana peritoneal. Urea-MTC: Coeficiente de Transferencia de Masa de Urea; Cr-
MTC: Coeficiente de Transferencia de Masa de Creatinina; UF: Ultrafiltración. Test estadístico: 
Correlación de Pearson. 
 
 El MTC de urea correlaciona significativamente con los ARNm de IL33 y 
VEGFA en sentido negativo y MMP1 en sentido positivo (ver el coeficiente de 
correlación R en la Tabla 25). En el caso de THBS1 tenemos un resultado muy 
próximo a la significancia (valor p=0,084), mientras que en otros ARNm, como 
CDH13, COL6A3, COL13A1 y KRT34, el valor p se encuentra en valores 
cercanos a 0,1, indicando una cierta tendencia a la significancia, siendo todas 
ellas correlaciones negativas o inversas respecto el MTC de urea. 
 En las correlaciones efectuadas con el MTC de creatinina, obtenemos 
unos resultados significativos con el ARNm de MMP1 (en sentido positivo) y 
VEGFA (en sentido negativo). De forma similar a la comentada en el párrafo 
anterior, tenemos el caso de GREM1 que, correlacionando en sentido inverso, 
no alcanza un valor significativo (valor p=0,111) pero sí indicaría una tendencia 
a serlo. 
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 Considerando ambos MTCs, es conveniente señalar que el MMP1 y el 
VEGFA correlacionan significativamente en ambos casos. MMP1 es el único 
que presenta una correlación positiva con ambos parámetros funcionales, 
mientras que el resto de genes ya sean significativos o que presentan una 
tendencia hacia la significancia, presentan correlaciones negativas. Así mismo, 
todos estos genes están inducidos en los estudios de expresión génica 
diferencial mediante microarrays, no correlacionando ninguno de los genes 
reprimidos seleccionados (AQP1 es el que presenta el valor p más pequeño, 
siendo este de 0,387). 
 Por último, en el caso de la Ultrafiltración, los ARNm de CDH13, 
COL6A3, COL13A1, GREM1, MMP1 y THBS1 correlacionan significativamente 
con la Ultrafiltración, mientras que los ARNm de AQP1 y VEGFA sin ser 
significativos, sí que parecen indicar una tendencia (valor p de 0,116 y 0,173, 
respectivamente). Todas estas correlaciones lo hacen en un sentido positivo, 
siendo genes que se encuentran inducidos en los estudios de microarrays, con 
la excepción de AQP1, que está reprimido. 
 El siguiente paso que se realizó fue analizar las posibles correlaciones 
entre los distintos ARNm, comparándolos uno a uno, así como entre los ARNm 
y el Índice Elíptico.  
 En la Tabla 26A se puede comprobar que muchos de los genes 
seleccionados tienen distintas correlaciones entre sí, apoyando nuestra 
hipótesis de que están implicados en la MMT de las células mesoteliales. Como 
sería de esperar, cuando correlacionamos dos genes que se encuentran 
inducidos en los estudios de microarrays (CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, 
GREM1, IL33, KRT34, MMP1, MMP2, TFPI2, THBS1 y VEGFA) o dos genes 
reprimidos (AQP1, BMP7, CDH1, KDR y THBD) obtenemos que estas 
correlaciones lo hacen en un sentido positivo o directo, mientras que si uno de 
los genes está inducido y el otro reprimido, el sentido es negativo o inverso. 
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Tabla 26: A: Correlaciones significativas, o próximas a la significancia, entre distintos pares de 
ARNm. B: Correlaciones entre los ARNm y el Índice Elíptico. N=51 en ambas tablas. Test 
estadístico: Correlación de Pearson. 
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 Viendo estos resultados algo más en profundidad, se puede identificar 
un subgrupo de genes que siempre correlacionan todos ellos entre sí, de forma 
significativa o indicando una clara tendencia hacia la significancia. Estos genes 
son CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP2, THBS1 y VEGFA, todos ellos 
inducidos en los análisis mediante microarrays. El que parezca que estos 
genes se expresen juntos, induciéndose o reprimiéndose en bloque, puede ser 
indicativo de su importancia en el proceso de la MMT y su posible uso como 
biomarcadores en el contexto de la diálisis peritoneal. Los genes KDR y THBD, 
ambos reprimidos durante la MMT de las células mesoteliales en los estudios 
de microarrays, aunque no con todos, sí que correlacionan de forma inversa, 
con la mayoría de los genes del subgrupo anteriormente definido. 
 Cuando correlacionamos los ARNm de los genes con el Índice Elíptico 
(Tabla 26B), nueve presentan una correlación significativa (CD44, CDH13, 
COL6A3, COL13A1, GREM1, KRT34, TFPI2, THBS1 y VEGFA) y dos se 
aproximan tanto que se pueden considerar significativos (MMP1, valor p=0,057; 
MMP2, valor p=0,053). Es conveniente destacar que todos estos genes están 
inducidos en los estudios de microarrays. De los cinco genes restantes (IL33, 
AQP1, BMP7, CDH1, KDR y TBHD), que no muestran una correlación 
significativa con el Índice Elíptico, sólo IL33 estaba inducido en los microarrays, 
mientras que los otros cuatro se encontraban reprimidos. De estos últimos, 
AQP1 es el único que no muestra una correlación inversa con el Índice Elíptico. 
 Dado que GREM1 fue el gen más inducido en los microarrays, se 
procedió a realizar un experimento de silenciamiento para intentar determinar 
su importancia durante el desarrollo de la MMT (Figura 17). 
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Figura 17: Silenciamento de GREM1 en HPMCs. A: ARNm de GREM1. B: ARNm de FN. C: 
ARNm de COL1. Control: células HPMCs control; C+siRNA Control: células control con siRNA 
Control; C+siRNA GREM1: células control con siRNA de GREM1; TGF-β1: HPMCs tratadas 
con 4ng/ml de TGF-β1; T+siRNA Control: HPMCs tratadas con 4ng/ml de TGF-β1 con siRNA 
Control; T+siRNA GREM1: HPMCs tratadas con 4ng/ml de TGF-β1 con siRNA para GREM1. 
U.R.: Unidades Relativas. 
 
 Como podemos comprobar, existe una diferencia significatva entre el 
control y las HPMCs tratadas con el siRNA de GREM1 y entre los grupos de 
TGF-β1 y las HPMCs tratadas con TGF-β1 y el siRNA de GREM1 (Figura 17A). 
Esto nos muestra que el silenciamento ha sido adecuado, pues tenemos una 
menor expresión de GREM1 en los grupos transfectados respecto a los que no. 
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También se puede apreciar una diferencia significativa entre el grupo control y 
el grupo TGF-β1. 
 Por otra parte, al evaluar FN y COL1, se puede apreciar un descenso 
significativo en la expresión de ambos genes (que suelen estar inducidos 
durante la MMT) al silenciar GREM1. Al tratar con TGF-β1 observamos un 
aumento significativo del ARNm de ambos genes, no observándose diferencias 
significativas entre el control y el siRNA control. Así, podemos concluir que la 
diferencia en la expresión es debida al silenciamento de GREM1 (Figuras 17 B 
y C). 
 
5. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS MEDIANTE EL 
ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 
 Con el objetivo de ampliar los estudios realizados hasta el momento, se 
procedió a cuantificar una serie de proteínas seleccionadas a partir de la 
expresión de sus respectivos ARNm, obtenida en los trabajos previamente 
expuestos. Estas proteínas fueron Trombospondina 1 (TSP1), Factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), Metaloproteinasa de matriz 1 (MMP1), 
Metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2), Cadherina 13 (CDH13), Colágeno 13 
(COL13) y Gremlin 1 (GREM1). Las determinaciones se realizaron mediante 
ELISA en muestras obtenidas de pacientes de Plasma, Sobrenadante de 
cultivos celulares y Efluentes peritoneales. Los ARNm de todas estas proteínas 
se encontraron inducidos en los estudios de microarrays y en la validación 
mediante qPCR. Es más, estas proteínas son potencialmente secretables, lo 
que facilitaría su estudio y detección en los servicios clínicos. Es importante 
destacar que tanto CDH13 como COL13 presentan dos formas distintas, tanto 
liberadas en el medio extracelular como unidas a la membrana citoplasmática. 
CDH13, también conocida como T-CDH (Truncated-cadherin) y H-CDH (Heart-
cadherin) puede encontrarse anclada a la membrana vía Glicosilfosfatidilinositol 
(GPI) en su extremo carboxiterminal111. COL13 es una proteína transmembrana 
tipo II que es liberada al medio mediante una furin-proteasa112. 
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 En primer lugar, se comparó la concentración de estas proteínas en 
Plasma y Sobrenadante, según el fenotipo Epitelioide y No Epitelioide. Cuando 
se analizaron las muestras de Plasma, únicamente MMP1 mostró una 
diferencia significativa entre ambos grupos (Figura 18A), presentando el grupo 
Epitelioide una media de 4,638±3,176 ng/ml, frente a la media del grupo No 
Epitelioide de 7,001±5,330 ng/ml. Como era de esperar, dado que MMP1 se 
induce durante la MMT (como hemos visto en los resultados anteriormente 
expuestos), la cantidad de proteína obtenida es mayor en el grupo No 
Epiteliode, lo que podría indicar un estado más avanzado de MMT. 
 Se determinó la cantidad de proteína en sobrenadantes de cultivos de 
células mesoteliales obtenidas a partir de los efluentes y se pudo observar que, 
de forma análoga que el MMP1 en Plasma, hubo más cantidad de proteína en 
el grupo de No Epitelioides que en de Epitelioides, siendo la diferencia 
significativa en todos los casos estudiados. La cuantificación de las distintas 
proteínas obtenidas fue en TSP1 Epitelioide 1182±2798 ng/mg y en No 
Epitelioide 8304±17729 ng/mg; en VEGF Epitelioide 13718±22066 ng/mg y en 
No Epitelioide 33043±45295 ng/mg; en MMP2 Epitelioide 417,8±244,4 ng/mg y 
en No Epitelioide 769±810,7 ng/mg; en CDH13 Epitelioide 15,67±10,57 ng/mg y 
en No Epitelioide 27,00±25,67 ng/mg; y por último, en GREM1 Epitelioide 
44,17±21,53 ng/mg y en No Epitelioide 75,01±45,17 ng/mg (Figura 18B-F). 
 Una vez más, estos resultados concuerdan con lo esperado, mostrando 
que tanto a nivel de proteína como de ARNm, estos posibles marcadores se 
encuentran más inducidos en las células mesoteliales que expresan un fenotipo 
No Epitelioide respecto a aquellas cuyo fenotipo es Epitelioide, lo cual 
significaría que la expresión de estos marcadores aumenta a medida que 
avanzamos durante el proceso de MMT. 
 Dado que el efluente es la muestra más lógica de elección para realizar 
análisis en los servicios clínicos, con el fin de determinar la inducción o 
represión de estos marcadores, se midió a concentración de TSP1 y VEGF en 
los efluentes de una cohorte de los mismos pacientes que ya se habían 
seleccionado para realizar todos estos estudios. 
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Figura 18: Cuantificación de proteínas que muestran diferencias significativas según el fenotipo 
Epitelioide y No Epitelioide. A: La concentración de MMP1 en Plasma en el grupo No 
Epitelioide (N=48) es mayor que en el grupo Epitelioide (N=30). Lo mismo encontramos al 
medir la cantidad de proteína en el Sobrenadante, B: TSP1, Epitelioide (N=14) y No Epitelioide 
(N=18), C: VEGF, Epitelioide (N=23) y No Epitelioide (N=36), D: MMP2, Epitelioide (N=30) y No 
Epitelioide (N=44), E: CDH13, Epitelioide (N=30) y No Epitelioide (N=44), F: GREM1, 
Epitelioide (N=19) y No Epitelioide (N=19). Las muestras de Sobrenadante (B-F) se 
normalizaron respecto a la cantidad total de proteína. Test estadístico: Mann-Whitney. 
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 Al comparar la media de la concentración de TSP1 en los efluentes de 
pacientes que drenaron células con fenotipo Epitelioide y No Epitelioide, se 
constató que la diferencia entre ambos grupos fue muy significativa, siendo la 
media del grupo No Epitelioide (N=20) de 66,62±42,18 mg/ml, muy superior 
respecto al grupo Epitelioide (N=20), que presentó una media de 5,79±7,67 
mg/ml (Figura 19A). 
 Para reforzar la idea de que el TSP1 en los efluentes de los pacientes 
está ligado a la morfología de las células que han sido drenadas, se 
correlacionó la concentración de TSP1 de cada efluente con el Índice Elíptico 
de la células mesoteliales correspondientes a dicho efluente (N=40), 
obteniéndose una correlación positiva muy significativa entre ambas variables y 
un índice de correlación aceptable (Figura 19B). Estos resultados, junto con los 
expuestos en la Figura 19A parecen indicar que según avanzamos en el 
proceso de la MMT, aumenta la concentración de TSP1 en los efluentes de los 
pacientes, pues tenemos diferencias claras en la cantidad de esta proteína 
entre estados iniciales representado por las células Epitelioides, y estados más 
avanzados correspondientes a las células No Epitelioides. Es más, a medida 
que avanzamos en el proceso de la transición y las células son cada vez más 
alargadas (el Índice Elíptico va haciéndose cada vez mayor), obtenemos 
mayores cantidades de TSP1. Debido a estos resultados, consideramos que 
TSP1 puede considerarse un buen biomarcador del estado de la MMT. 
 Cuando se analizó el transporte peritoneal respecto a TSP1 en el 
Efluente, se obtuvo que los pacientes altos transportadores, los cuales 
presentan un Cr-MTC>11 (N=14), mostraban una mayor cantidad de la 
proteína, 67,81±50,66 ng/ml, que los pacientes que tiene un Cr-MTC<11 
(N=26) con 19,19±26,11 ng/ml, siendo esta diferencia entre ambos grupos 
estadísticamente significativa. Este resultado nos permite comprobar que TSP1 
puede ser útil para reflejar el estado del transporte de solutos a través de la 
membrana peritoneal, pudiendo ser un buen biomarcador de la función 
peritoneal. 
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Figura 19: TSP1 en efluente. A: TSP1 agrupado según el Índice Elíptico, en el cual vemos que 
TSP1 se encuentra más inducido en el fenotipo No Epitelioide. B: Correlación con el Índice 
Elíptico, en el que se observa que TSP1 aumenta cuanto más alargada está la célula. C: 
Proteína agrupada según el Cr-MTC, siendo TPS1 inducido en los pacientes que presenta un 
Cr-MTC>11. D: Agrupado según la Biocompatibilidad del líquido de diálisis, encontrándose que 
hay más TSP1 en los líquidos Bioimcompatibles. E: Corralación entre proteína y ARNm, siendo 
el caso que a más ARNm, más proteína encontramos en el efluente. U.R.: unidades relativas. 
Test estadísticos: Mann-Whitney (A, C y D); Correlación de Spearman (B y E). 
 
Resultados 
 
114 
 
 En el análisis de TSP1 respecto a la compatibilidad de los líquidos de 
diálisis (Figura 19D), aunque sin llegar a ser estadísticamente significativo, si 
se puede apreciar una tendencia a encontrarse una mayor cantidad de TSP1 
los efluentes de los líquidos Bioincompatibles (N=22), 45,89±50,75 ng/ml, 
respecto a los líquidos Biocompatibles (N=18), 24,38±27,93 ng/ml. 
 Al correlacionar el TSP1 en el efluente con su ARNm, se obtuvo que 
esta era positiva y prácticamente significativa (Figura 19E), comprobándose 
que cuanto más ARNm sintetiza la célula mesotelial, más TSP1 es liberado. 
 También se midió la cantidad de VEGF en los mismos efluentes 
procedentes de pacientes en diálisis peritoneal. Cuando se analizó la cantidad 
de VEGF de los efluentes respecto al fenotipo de las células mesoteliales, se 
obtuvo una diferencia muy significativa entre ambos grupos, siendo mayor en el 
grupo de No Epitelioides (N=20), con 43,70±8,18 pg/ml, mientras que el grupo 
de Epitelioides (N=20) se obtuvieron 12,73±6,81 pg/ml (Figura 20A). La 
correlación del VEGF con el valor del Índice Elíptico de los cultivos de células 
mesoteliales fue muy significativa, de tal forma que cuanto más alargada se 
encuentra la célula (Índice Elíptico más alto), hay más VEGF presente en los 
efluentes peritoneales de los pacientes (Figura 20B). Teniendo en cuenta estos 
resultados, vemos que la cantidad de VEGF en los efluentes está relacionada 
con el fenotipo de las células mesoteliales durante la MMT, discriminando entre 
estados tempranos y más avanzados del proceso. Por estos motivos, y de 
forma similar al caso de TSP1, VEGF puede ser un buen biomarcador del 
desarrollo del proceso de la MMT y puede ser útil en la práctica clínica. 
 Al analizar el transporte a través de la membrana respecto el VEGF de 
los efluentes, se obtuvieron diferencias claramente significativas entre los 
pacientes que presentaban un Cr-MTC>11 (N=13), con 38,42±14,76 pg/ml al 
compararlo con los que el Cr-MTC<11 (N=26), con 24,19±18,17 pg/ml (Figura 
20C). Como los valores de VEGF son más elevados en los pacientes que 
presentan alteraciones en el transporte (indicado por el valor de Cr-MTC>11), 
podemos considerar al VEGF como un biomarcador del estado funcional de la 
membrana peritoneal, asociando niveles altos de VEGF con estados 
funcionalmente patológicos. 
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Figura 20: VEGF en efluente. A: Agrupado según el Índice Elíptico, en el cual vemos que en el 
fenotipo No Epitelioide se encuentra más inducido VEGF. B: Correlación con el Índice Elíptico, 
en el que se observa que VEGF aumenta cuanto más alargada está la célula. C: VEGF 
agrupado según el Cr-MTC, siendo en los pacientes que presentan un Cr-MTC>11 mayor la 
cantidad de VEGF. D: Agrupamiento según la biocompatibilidad del líquido de diálisis, 
encontrándose que hay más VEGF en los líquidos Bioimcompatibles. E: Correlación entre 
proteína y ARNm, siendo el caso que a más ARNm, más proteína encontramos en el efluente. 
F: Correlación entre TSP1 y VEGF en el efluente, aumentando ambas de forma significativa. 
U.R.: unidades relativas. Test estadísticos: Mann-Whitney (A, C y D); Correlación de Spearman 
(B, E y F). 
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 En el caso de la biocompatibilidad de los líquidos de diálisis, el VEGF de 
los efluentes fue mayor en el grupo de los líquidos Bioincompatibles (N=22), 
presentando una media de 36,16±15,24 pg/ml, mientras que en el grupo de los 
Biocompatibles (N=18) fue de 18,50±17,94 pg/ml, siendo esta diferencia entre 
ambos tipos de líquidos estadísticamente significativa (Figura 20D). 
 Al correlacionar el VEGF de los efluentes con sus respectivos ARNm se 
obtuvo que dicha correlación era positiva y significativa (Figura 20E), por lo 
que, si se produce un aumento en la síntesis de ARNm en la célula mesotelial, 
tenemos un aumento a la vez del VEGF que es liberado al efluente en los 
pacientes sometidos a diálisis peritoneal. Debido a que TSP1 y VEGF, por los 
resultados expuestos anteriormente, tenían un comportamiento similar en los 
efluentes peritoneales, se correlacionó la cantidad de ambas proteínas en 
dichos Efluentes (Figura 20F), mostrando correlación positiva con una fuerte 
significancia entre ambas. 
 GREM1 es el gen más inducido tanto en Epitelioides como en No 
Epitelioides, aunque su expresión el algo mayor en este último caso. Al realizar 
estos mismos análisis obtuvimos unos resultados aparentemente 
contradictorios a lo esperado. Al comparar la cantidad de GREM1 en los 
efluentes según el fenotipo, se obtiene que es mayor en el grupo Epitelioide 
(N=20) con 0,4405±0,3598 ng/ml que en No Epitelioide (N=20) con 
0,3555±0,3756 ng/ml (Figura 21A). Cuando se correlacionó la cantidad de 
proteína con el Índice Elíptico se obtuvo una tendencia negativa (Figura 21B). 
 Al agrupar de acuerdo con el MTC de creatinina (Figura 21C), GREM1 
se encontraba en mayor cantidad en los efluentes de pacientes con Cr-
MTC<11 (N=26) con 0,4942±0,3993 ng/ml, que en los pacientes con Cr-
MTC>11 (N=14) con 0,2193±0,2037 ng/ml, mientras que al clasificar de 
acuerdo a la biocompatibilidad del líquido de diálisis, GREM1 fue mayor en los 
Biocompatibles (N=18) con 0,5044±0,4796 ng/ml, respecto a los 
Bioincompatibles (N=22) con 0,3104±0,2106 ng/ml (Figura 21D). 
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Figura 21: GREM1 en efluente. A: GREM1 agrupado según el Índice Elíptico, en el cual vemos 
que GREM1 se encuentra más inducido en el fenotipo Epitelioide. B: Correlación con el Índice 
Elíptico, en el que se observa que GREM1 disminuye cuanto más alargada está la célula. C: 
Proteína agrupada según el Cr-MTC, siendo GREM1 inducido en los pacientes que presenta 
un Cr-MTC<11. D: Agrupado según la Biocompatibilidad del líquido de diálisis, encontrándose 
que hay más GREM1 en los líquidos Biocompatibles. E: Corralación entre proteína y ARNm, 
siendo el caso que a más ARNm, más proteína encontramos en el efluente. U.R.: unidades 
relativas. Test estadísticos: Mann-Whitney (A, C y D); Correlación de Spearman (B y E). 
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 Si correlacionamos la cantidad de GREM1 en el efluente con su ARNm, 
obtenemos una correlación positiva, pero es claramente debido a un punto 
aislado (Figura 21E). Es importante destacar que salvo en el caso del Cr-MTC 
(Figura 21C), el resto de resultados para GREM1 en el efluente no fueron 
significativos. 
 En resumen, tanto TSP1 como VEGF medidos en los efluentes de los 
pacientes en diálisis peritoneal, muestran un claro aumento en los estados más 
avanzados de MMT (fenotipo No Epitelioide) respecto a estados más 
tempranos de dicho proceso (fenotipo Epitelioide). Así mismo, estas proteínas 
se encuentran en mayor medida en los Efluentes procedentes de aquellos 
pacientes que presentan un Cr-MTC>11, los denominados alto 
transportadores, que son pacientes que presentan alteraciones en el transporte 
de membrana. Por último, los líquidos bioincompatibles, que producen una 
mayor agresión a la membrana peritoneal que los biocompatibles, tienen un 
aumento en TSP1 y VEGF, apoyando la idea de que estas proteínas aumentan 
en los peritoneos dañados y que en consecuencia sufren un fenómeno de 
MMT. Por estos motivos aquí expuestos, consideramos que TSP1 y VEGF 
pueden ser unos biomarcadores adecuados para detectar las alteraciones de la 
membrana peritoneal que conducen al fallo de ultrafiltración y al fracaso de la 
diálisis peritoneal, así como biomarcadores de MMT en estudios in vitro e in 
vivo. 
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1. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES 
 
 El empleo de la técnica de microarrays para el estudio de la expresión 
génica diferencial en la diálisis peritoneal ha sido empleado con anterioridad en 
otros contextos, como en el análisis de la EMT en células mesoteliales de 
rata113, en la esclerosis peritoneal encapsulante (EPS)114, o cómo distintos tipos 
de líquidos de diálisis pueden afectar al resultado del tratamiento115. En este 
trabajo, se determina una huella genética de la MMT inducida mediante TGF-
β1 e IL-1β en los modelos in vitro o mediante diálisis peritoneal en pacientes 
sometidos a este tipo de terapia renal sustitutoria en los modelos ex vivo. 
 El primer aspecto destacable de los estudios realizados en microarrays 
es que en todos los análisis de la expresión génica diferencial, ya sea en el 
modelo in vitro como en los trabajos ex vivo, el número de genes reprimidos ha 
sido mayor que el número de genes inducidos (excepto en el único caso de los 
controles “ex vivo”). Este resultado viene a determinar que el desarrollo de la 
MMT es fundamentalmente un proceso de represión génica y que el cambio 
fenotípico que sufren las células mesoteliales, tanto a nivel morfológico como 
funcional, es debido en su mayor parte a la disminución en la expresión o 
inactivación de muchos de los genes que intervienen en el proceso, en lugar de 
una sobreexpresión de proteínas previamente producidas o la síntesis de 
nuevos productos. Precisamente este cambio fenotípico queda reflejado en el 
mayor número de genes, tanto inducidos como reprimidos, que hay en las 
muestras No Epitelioides al compararlas con las Epitelioides, mostrando así 
como a medida que progresa el fenómeno de la MMT, los cambios que se 
producen son cada vez más profundos a medida que la célula pasa de un 
estado mesotelial a otro mesenquimal. 
 Una de las conclusiones más claras y evidentes que se puede extraer de 
estos estudios se obtiene cuando comparamos el número de genes inducidos y 
reprimidos entre los modelos in vitro y ex vivo, mostrando un solapamiento 
parcial entre ambas aproximaciones experimentales en los que solamente un 
subconjunto de genes cambia su expresión en ambos modelos, mientras que el 
resto lo hace sólo en uno de los contextos. Esta coincidencia parcial en los 
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genes que modifican su expresión en ambas aproximaciones experimentales 
en principio no debería sorprendernos, pues aparte de que las células 
mesoteliales se encuentran en distintos microambientes cuando se desarrolla 
este proceso, la MMT in vitro es debida a la inducción mediante TGF-β e IL-1β 
a concentraciones superiores a la fisiológica (es decir, mediante un estímulo 
bien definido y controlado), mientras que en los pacientes, la MMT se induce 
por la combinación de múltiples factores que establecen complejas relaciones 
entre ellos, siendo difícil establecer prioridades o jerarquías entre estos 
factores14,67,116,117, potenciando o reduciendo sus efectos. De esta manera 
podemos establecer una huella genética de la MMT dependiente del contexto 
en que se produce. A partir de los genes que cambian su expresión tanto en 
común como o en cada caso en particular, podemos distinguir entre una MMT 
producida in vitro; o diferenciar entre las etapas iniciales del proceso (fenotipo 
Epitelioide) y aquellas más avanzadas y tardías (fenotipo No Epitelioide). Esta 
capacidad para discriminar entre estas distintas situaciones viene confirmada 
tanto por los análisis de clusters o agrupamientos entre los dos fenotipos 
respecto al pool control (Figura 12) como cuando realizamos la clasificación de 
No Epitelioides respecto a Epitelioides (Figura 13), en los que empleando 
precisamente el conjunto de todos los genes inducidos y reprimidos, 
clasificamos correctamente las muestras obtenidas a partir de los pacientes en 
diálisis peritoneal en sus respectivos fenotipos Epitelioide y No Epitelioide. 
Gracias a la validación de un grupo de genes escogidos de los estudios de 
microarrays, además de validar la técnica, vemos como mantienen la 
capacidad discriminatoria entre ambos fenotipos (Figuras 14 y 15). 
 Si nos fijamos en los genes que se encuentran tanto inducidos como 
reprimidos en los grupos in vitro, Epitelioide y No Epitelioide, podemos 
establecer la hipótesis de que este subconjunto de genes juega un papel 
importante, tal vez fundamental, en el desarrollo de la MMT de células 
mesoteliales en diferentes contextos. Estos genes podrían estar implicados en 
funciones necesarias (lo que no implica que sean suficientes) para que se 
desarrolle con éxito una MMT. Algo similar, pero más acotado, ocurre con los 
genes comunes a los fenotipos Epitelioide y No Epitelioide, los cuales nos 
mostrarían un subgrupo de genes importantes para el fenómeno de la MMT en 
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pacientes sometidos a diálisis peritoneal, mientras que los genes que tienen 
una expresión génica diferencial exclusivamente en uno de estos fenotipos 
serían genes específicos de dicho fenotipo e indicativos del estado temprano o 
tardío del proceso de transición (Tabla 13, Figura 10). 
 Como cabría esperar, la cantidad de genes comunes que cambian su 
expresión en los Controles ex vivo, Epitelioide y No Epitelioide es mínima, 
prácticamente despreciable, pudiendo ser debida fenómenos de variación 
interindividual. Este resultado refleja la diferencia a nivel genético entre las 
células mesoteliales que no han sufrido un proceso de transición y aquellas que 
han desarrollado una MMT (Tabla 14, Figura 11). 
 
2. ANÁLISIS FUNCIONAL 
 
 De acuerdo con el análisis de las anotaciones obtenidas en Gene 
Ontology, se obtuvo que en tres grupos (No Epitelioide y Epitelioide; in vitro y 
Epitelioide; in vitro, No Epitelioide y Epitelioide), en el caso de genes inducidos, 
había anotaciones que presentaban un valor p estadísticamente significativo, 
pero debido a que su FDR fue mayor que 0,05, no se consideraron para estos 
estudios. 
 En el resto de casos, las anotaciones que se obtienen de los análisis 
concuerdan con los acontecimientos que se producen durante una transición 
mesenquimal. En las etapas iniciales (fenotipo Epitelioide) se encuentra un 
claro predominio de la represión de procesos implicados en el desarrollo a 
distintos niveles y de distintas estructuras nucleares. De esta forma, debido al 
cambio fenotípico que se produce, se bloquea el mantenimiento de la 
morfología mesotelial y de la división y proliferación celular, preparando a la 
célula para la adquisición de un fenotipo migratorio. Y es precisamente en 
estados avanzados de la MMT (fenotipo No Epitelioide) donde encontramos 
anotaciones, en genes inducidos, implicadas en procesos de migración o 
motilidad celular. También se encuentran anotaciones implicadas en el 
desarrollo de angiogénesis, regulación de la formación de vasos sanguíneos y 
Discusión 
 
124 
 
producción de VEGF, estando estos fenómenos aumentados en el desarrollo 
de la MMT de las células mesoteliales118. Entre los genes reprimidos, 
encontramos anotaciones que concuerdan con el nuevo estado mesenquimal 
por parte de la célula, como es la represión del desarrollo del epitelio y la 
diferenciación de las células epiteliales, así como el desarrollo de distintos 
órganos específicos. La presencia en los genes reprimidos de las anotaciones  
de adhesión celular y biológica no contradice que también las encontremos en 
los genes inducidos, pues esto es indicativo que cambio en el patrón de las 
proteínas de unión, perdiéndose la adhesión a un grupo de proteínas pero 
adquiriéndose en otras. 
 Cuando comparamos las anotaciones obtenidas en el modelo ex vivo 
(los fenotipos Epitelioide y No Epitelioide) con las del modelo in vitro, enseguida 
se comprueba que hay anotaciones comunes a ambos casos, por ejemplo, 
regulación de la angiogénesis, adhesión celular o regulación de la migración 
celular; mientras que en el modelo in vitro aparecen anotaciones que 
previamente no teníamos en los estudios ex vivo. Este resultado viene a 
reforzar la idea ya planteada al comparar los genes en ambos tipos de modelos 
de que existe un solapamiento parcial entre ambos, lo que nos lleva a concluir 
la existencia un unos procesos biológicos, componentes celulares y funciones 
moleculares que se producen (o son necesarias) en ambos situaciones o 
microambientes, mientras que otros son más dependientes del contexto. 
 
3. ESTUDIOS EN PACIENTES 
 
 Al analizar los ARNm de diecisiete genes, previamente validados 
mediante PCR cuantitativa, en células mesoteliales obtenidas a partir de los 
efluentes de pacientes que fueron sometidos a diálisis peritoneal, se obtuvo 
una serie de genes que mostraban una diferencia significativa en su expresión, 
o una tendencia hacia la significancia, entre los fenotipos Epitelioide y No 
Epitelioide. 
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 Entre estos genes y sus productos proteícos tenemos CD44, que estaba 
inducido en los estudios de microarrays, una proteína de unión a ECM y 
marcador de células madre cancerosas (cancer stem cells, CSC) en muchos 
tumores119. Estas CSC, caracterizadas por ser CD44+/CD24-/low, presentan 
características similares, ya sea en la función, en las propiedades celulares, el 
fenotipo o los marcadores, con las células madre o progenitoras normales, que 
también presentan un marcaje CD44+/CD24-/low 120. Hay numerosos trabajos 
que relacionan la EMT con el aumento de la adquisición de características de 
CSC por parte de las células epiteliales119,120, y como CD44 es un marcador de 
célula madre mesenquimal (Mesenchymal stem cell, MSC)121,122 no es de 
extrañar que nuestro modelo de MMT encontremos inducido a CD44. 
 Otra molécula interesante es CDH13. Pertenece a la superfamilia de las 
cadherinas, presentando un dominio extracelular íntimamente relacionado con 
las cadherinas clásicas (como la E-CDH), presentando cinco dominios (EC1-
EC5) conectados zonas de unión a calcio. Pero a diferencia de las cadherinas 
clásicas, CDH13 no presenta un dominio intracelular y se encuentra unida a la 
membrana celular mediante un enlace a glicosilfosfoinositol (GPI)123,124. Este 
hecho, junto con su localización apical en vez de basolateral, llevó a pensar 
que su función principal estaría implicada en procesos de señalización y no en 
adhesión123,124, pero se han publicado estudios que indicarían que CDH13 
puede estar implicada en fenómenos de adhesión a través de mecanismos 
diferentes a los empleados por las cadherinas clásicas125. Se ha descrito que 
CDH13 es un receptor, junto AdipoR1 y AdipoR2, de la adiponectina, 
concretamente de sus formas hexaméricas y de alto peso molecular (HMW)126. 
La adiponectina es una adipoquina producida por los adipocitos, los cuales se 
encuentran en abundancia en la cavidad peritoneal y se ha descrito su 
implicación en procesos de inflamación y enfermedades inmunes127, así como 
un efecto cardioprotector en ratones a través de CDH13128. 
 Como ya se ha visto en numerosos casos, durante la transición aumenta 
la producción de distintos colágenos, como son el colágeno I y III, los cuales se 
emplean como marcadores de la MMT. Otros colágenos que pudimos 
comprobar que aumentan durante este proceso biológico y que distinguen 
entre los fenotipo Epitelioide y No Epitelioide fueron COL6A3 y COL13A1. El 
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colágeno VI tiene una distribución ubicua, especialmente en los tejidos 
conectivos. Está formado por tres cadenas alfa, α1, α2 y α3 que se disponen 
formando microfibrillas. COL6A3 es el gen que contiene la información para la 
síntesis de la cadena α3, la cual es más grande que las otras dos129,130 y es la 
más interesante en nuestro caso, pues el dominio C5 carboxiterminal se 
escinde mediante procesos proteolíticos, liberando un fragmento al que se 
denomina Endotrofina (Endotrophin)131,132. Se ha descrito que la Endotrofina 
potencia la EMT inducida por TGF-β1 en el caso de ciertos tumores y dado que 
los adipocitos son una de las mayores fuentes de COL6A3, podríamos suponer 
que la Endotrofina producida por las células grasas de la cavidad peritoneal 
(como el omento) tendría un papel potenciador de la MMT en la membrana 
peritoneal. La Endotrofina también juega un papel en la fibrosis tisular y en la 
disfunción metabólica en el tejido adiposo, participa en la progresión de ciertos 
tumores y se ha visto que su inhibición aumenta la sensibilidad frente a la 
quimioterapia, concretamente a la cisplatina en células tumorales mamarias en 
modelos de ratón131-136. 
 El Colágeno XIII, codificado en el gen COL13A1, es una proteína 
transmembrana de tipo II que forma homotrímeros de cadenas alfa y atraviesa 
una vez la membrana celular. El dominio intracelular es muy corto, mientras 
que el extracelular es muy largo, formado por secuencias de colágeno (COL1-
COL3) interrumpidas por secuencias de no colágeno (NC1-NC4). Este dominio 
extracelular puede ser liberado al medio mediante proteasas de tipo furina o 
furin proteasas donde no pierden su conformación y puede ejercer distintas 
funciones, como unirse a distintas proteínas de ECM in vitro137. Esta proteína 
se localiza en las adhesiones focales, por lo que está implicado en la 
modulación de la adhesión celular y se une a ligandos como la Fibronectina, el 
Nidogen-2 y el Perlecan. Se ha visto la implicación de COL13A1 en distintos 
procesos de diferenciación y maduración, especialmente asociados con la 
vasculogénesis e inflamación, o en la transmigración de monocitos en modelos 
de ratón de fibrosis renal. COL13A1 se encuentra muy inducido en tumores 
epiteliales y mesenquimales, así como muy expresado en tejido embrionario 
(especialmente el que se origina en el mesodermo) siendo más bajo en el tejido 
maduro de adulto138-140. 
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 El gen para Gremlin1 (GREM1) fue el que estaba más inducido tanto en 
el fenotipo Epitelioide como en el No Epitelioide en los estudios de microarrays. 
Gremlin1 es una pequeña glicoproteína que se libera al medio, perteneciente la 
superfamilia de proteínas nudo de cisteína y es antagonista de BMPs, por lo 
que se une formando heterodímeros con BMP-2, BMP-4 y BMP-7, inactivando 
su función pues no permite que se unan a sus receptores en la membrana 
celular. Es una proteína muy conservada evolutivamente e importante en los 
procesos de desarrollo embrionario141-143. Aparte de que se ha encontrado 
Gremlin1 en tumores humanos y que parece participar en la migración, 
proliferación e invasión de las células tumorales142, se ha visto que Gremlin1 es 
un agonista de VEGFR2, activando este receptor e induciendo angiogénesis de 
manera independiente de BMPs141. Aparte de su participación en la 
neovascularización tumoral141, Gremlin1 podría estar jugando un papel en el 
aumento de la vascularización de la membrana peritoneal durante el 
tratamiento de diálisis peritoneal. Este Gremlin1 podría provenir de las células 
mesoteliales que están desarrollando una MMT. En membranas peritoneales 
de ratón se ha visto que Gremlin1 parece inducir fibrosis, angiogénesis y 
transición mesenquimal y el Gremlin1 de los efluentes de pacientes en diálisis 
peritoneal presenta una correlación positiva con el transporte de membrana de 
estos mismos pacientes, por lo que se ha propuesta a esta molécula como un 
biomarcador de daño de la membrana peritoneal143. Además, se ha visto que 
Gremlin1 es un mediador de la fibrosis inducida por TGF-β en células 
renales144. 
 La interleukina 33 (IL-33) es una citoquina nuclear perteneciente a la 
superfamilia de la citoquina IL-1 que juega un importante papel en la inmunidad 
innata tipo 2. Se expresa constitutivamente en tejidos epiteliales de barrera y 
órganos linfoides, aumentando su expresión en condiciones inflamatorias145,146. 
Puede presentar una función dual, ya sea como factor de transcripción 
pudiéndose unir al NF-κB, el cual es conocido por su participación en la ruta de 
señalización del TGB-β1 independiente de Smad en las células 
mesoteliales117,146 o como una citoquina secretada al medio donde se une a IL-
1RL1 para la transducción de señales146. IL-33 también juega un papel en 
procesos de asma147 (donde la EMT es importante para la remodelación del 
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tejido que se produce) y en inflamación, lo cual es relevante dado que se han 
descritos fenómenos inflamatorios en la membrana peritoneal durante la diálisis 
peritoneal148. 
 Otro de los genes que se inducen en los estudios de microarrays y nos 
distingue entre los fenotipos ex vivo es KRT34, es cual se ha visto inducido en 
la despolimerización de la F-actina en células stem mesenquimales149. 
 En nuestro conjunto de genes, son destacables MMP1 y MMP2. Se ha 
descrito un aumento de los MMPs durante la transición mesenquimal, como el 
caso de la proteína MMP1 en el frente de invasión tumoral13 o las proteínas 
MMP2 y MMP9 en la MMT, lo cual permite degradar el tejido conectivo y la 
membrana basal, lo que posibilita la invasión de las células mesoteliales117. 
Hay diversos trabajos que muestran una relación entre el MMP2 de los 
efluentes peritoneales y el transporte de membrana150,151. 
 El gen TFPI2 codifica para una proteína inhibidora serin-proteasa tipo 
Kunitz y se ha determinado que se encuentra metilado en distintos tipos de 
tumores humanos, lo cual conduce a pensar que tiene un papel de gen 
supresor de tumores152. Además, se ha visto que aumenta su expresión en un 
modelo de EMT in vitro de células de cáncer de pecho153. 
 Sin  duda, uno de los genes más interesantes identificados en estos 
análisis es THBS1, que codifica para la proteína Trombospondina (TSP1). Esta 
molécula es una glicoproteína de unión a calcio, extracelular, oligomérica y 
multifuncional que forma homotrímeros de gran tamaño. La estructura del 
monómero presenta variados dominios de unión a otras proteínas, con un 
dominio C-terminal homólogo a la Leptina L, varios dominios de unión a calcio 
denominados repeticiones de tipo 3, seguido de tres dominios tipo EGF. El 
extremo N-terminal mantiene una estructura tipo Laminina G seguido de un 
dominio estructural vWF_C, próximo a la zona donde se establecen los puentes 
disulfuro para la formación de los trímeros. Destacable es la presencia de tres 
dominios trombospondina tipo 1 o TSR que se encuentran implicados en el 
desarrollo de distintas funciones154,155. Debido a la presencia de estos distintos 
dominios de unión a múltiples moléculas, se han descrito distintas y variadas 
funciones de Trombospondina, específicas para cada tejido, como participar en 
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la regulación de la respuesta inflamatoria y angiogénica, la interacción con 
componentes de la ECM y glicosaminoglicanos, soportar la unión celular 
dependiente de calcio, la inducción de la propagación y migración celular, el 
desensamblaje de las uniones focales y fenómenos de proliferación o 
apoptosis154,155. 
 Uno de los efectos más interesantes de la Trombospondina es su 
capacidad de inhibición de la angiogénesis, la cual realiza antagonizando el 
VEGF de tres maneras distintas. Una sería inhibiendo MMP9, lo cual produciría 
que no se liberase el VEGF atrapado en la ECM; una segunda sería mediante 
interacción directa con el VEGF; y la tercera sería inhibiendo la señal de 
transducción del VEGF, mediante la unión de la Trombospondina uno de sus 
receptores, el CD36, el cual interaccionaría con el VEGFR2, impidiendo su 
fosforilación. Otras formas de actuación en la angiogénesis sería mediante la 
inducción de apoptosis por CD36 y Fyn, la inhibición de la migración de la 
célula endotelial y su proliferación, o suprimiendo la señal del óxido nítrico 
mediante CD36 y CD47, ambos receptores de Trombospondina156. Este efecto 
antiangiogénico parece no concordar con lo observado durante la MMT en el 
peritoneo, en el que claramente tenemos una inducción de la angiogénesis. Sin 
embargo, se ha descrito una actividad proangiogénica dependiente del 
contexto de la Trombospondina157,158, y por otra parte, la Trombospondina tiene 
la capacidad de activar el TGF-β1 latente155,159 que se encuentra en el medio 
extracelular, y como ya se ha comentado, el TGF-β1 es uno de los más 
potentes inductores de la MMT.  
 Relacionando aún más a esta proteína con la MMT y las células 
mesoteliales, se ha descrito su implicación en la reparación y fibrosis de los 
tejidos159, en inducción de la senescencia en HPMCs por la activación de TGF-
β1 mediada por Trombospondina160 y se encuentra inducida en estudios de 
perfiles genéticos de tejidos en pacientes que sufren EPS cuando se comparan 
con pacientes urémicos o en PD161.  
 El VEGF es un conocido inductor de la angiogénesis, tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas, promoviendo la proliferación de las 
células endoteliales162. Esta es una molécula particularmente importante en 
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nuestro contexto, pues hay estudios que parecen indicar la existencia de una 
producción local de VEGF en la membrana peritoneal durante la diálisis 
peritoneal. Mediante el proceso de la MMT, la célula mesotelial produciría una 
gran cantidad de VEGF que estaría implicado en la disminución de la 
funcionalidad de la membrana y en la angiogénesis peritoneal. Y lo que es 
importante, el VEGF de los efluentes peritoneales parece estar asociado con la 
alteración del transporte a través de la membrana67,105,106,116,118,163,164. 
 La acuaporina-1 (AQP1) forma canales de membrana específicos para 
agua e impermeables para urea y glicerol, teniendo así un importante papel en 
el transporte de agua y en la ultrafiltración. Se considera que el endotelio 
vascular es la principal barrera para el transporte a través de la membrana, y 
es en este endotelio donde encontramos a la acuaporina-1 formando lo que se 
conoce como poros ultrapequeños que, según estudios mediante simulaciones, 
estarían implicados en aproximadamente el 50% de la ultrafiltración165-167. Sin 
embargo, el ARNm de AQP1 que vemos reprimido en nuestros estudios es el 
correspondiente a las células mesoteliales, no a las endoteliales. 
 El BMP-7 es una proteína perteneciente a la superfamilia del TGF-β que 
al unirse a su receptor activa la ruta de Smad 1, 5, 8. Es una molécula capaz 
de promover la reversión del fenotipo mesenquimal a epitelial en células 
mesoteliales aisladas de efluentes peritoneales, o lo que es lo mismo, bloquea 
y revierte la MMT168,169. Las células mesoteliales expresan BMP-7, pero se ha 
visto que este es inhibido durante la MMT, lo cual concuerda con nuestros 
resultados en que esta molécula también es reprimida. En modelos de diálisis 
peritoneal en rata, se ha comprobado que el BMP-7 mejora las alteraciones de 
la membrana peritoneal, lo que lleva a considerar la MMT como una posible 
diana terapéutica frente al fallo de la membrana peritoneal169. 
 La E-cadherina, codificada por el gen CDH1, es un marcador clásico de 
transición mesenquimal utilizado en multitud de estudios. La E-cadherina se 
encuentra presente en las células epiteliales y mesoteliales formando parte de 
las uniones adherentes intercelulares, perdiéndose su expresión en el estado 
mesenquimal25,34,170, tal y como ocurre en nuestros análisis, demostrando su 
validez como control interno. 
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 KDR, también conocido como VEGFR2, es uno de los receptores de 
VEGF, el cual media en la angiogénesis y permeabilidad vascular de las 
células endoteliales118,171. En nuestros estudios encontramos disminuida la 
expresión del gen que codifica para KDR durante la MMT, lo cual coincide con 
otros estudios que también ven este cambio en su expresión en células 
mesoteliales procedentes de pacientes en diálisis peritoneal118. Así nos 
encontramos con que la célula mesotelial, además de producir gran cantidad 
de VEGF, reprime la expresión de su receptor, por lo que este VEGF ejercerá 
su mayor efecto sobre las células endoteliales, aumentando su proliferación e 
induciendo la angiogénesis. 
 El gen THBD codifica para la proteína transmembrana Trombomodulina, 
que entre otros sitios, se expresa en células endoteliales de los vasos 
sanguíneos y en células mesoteliales172. Tiene una función de protección 
vascular y deficiencias en su expresión puede provocar un aumento de 
tromboembolismo y procesos inflamatorios172. Dado que en nuestros análisis 
encontramos que la Trombomodulina se encuentra reprimida, esto podría 
contribuir a los fenómenos de inflamación observados en el peritoneo durante 
la diálisis peritoneal. 
 Como se puede comprobar por todo lo expuesto, estos genes o las  
proteínas respectivas están implicados directa o indirectamente en fenómenos 
relacionados con la MMT durante la diálisis peritoneal u otras formas de 
transición mesenquimal o contextos.  
 
3.1. ANÁLISIS DE ARNm 
 
 Gracias a que se produce un cambio en la expresión de los ARNm de 
CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, TFPI2, THBS1, CDH1, 
KDR y THBD, y aunque no de forma significativa el VEGFA muestra una clara 
tendencia a ello, podemos considerar estos genes como posibles candidatos a 
marcadores de la evolución del proceso de MMT durante la diálisis peritoneal, 
diferenciando entre un estado temprano (definido por el fenotipo Epitelioide) y 
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otro más tardío o avanzado del proceso (establecido por el fenotipo No 
Epitelioide). 
 Al comparar la expresión de estos genes en función de la 
biocompatibilidad del líquido, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, THBS1 y 
VEGFA presentan un cambio significativo en su expresión de ARNm, mientras 
que MMP1, AQP1 y CDH1 muestran una tendencia a ello. La inducción de 
estos genes (incluidos AQP1 y CDH1, aunque la diferencia entre ambos grupos 
es relativamente pequeña) en el grupo de los líquidos bioincompatibles nos 
puede estar mostrando el mayor daño que produce esta clase de líquidos, 
produciendo una inducción de MMT y en consecuencia, una mayor expresión 
de estor marcadores que hemos visto que se inducen durante la MMT en el 
modelo ex vivo. De estos ARNm, ocho de ellos cambian su expresión en 
ambos análisis: CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, THBS1, VEGF y 
CDH1, lo que nos podría indicar que son buenos marcadores de MMT y de la 
integridad de la membrana peritoneal. 
 Dado que los líquidos bioincompatibles son más agresivos e inducen un 
mayor cambio en las células mesoteliales del peritoneo115,117, en aquellos 
pacientes tratados con líquidos bioincompatibles esperaríamos encontrar una 
mayor cantidad de células mesoteliales que hayan iniciado el proceso de 
transdiferenciación mesenquimal, mientras que en aquellos que empleen las 
soluciones biocompatibles que son menos perjudiciales, debería haber un 
menor grado de MMT. Esto es precisamente lo que ocurre en nuestros 
estudios, en los que encontramos que la mayoría de las células mesoteliles que 
expresan un fenotipo No Epitelioide proceden de pacientes que han sido 
tratados con líquidos bioincompatibles, mientras que los pacientes tratados con 
soluciones biocompatibles presentan más casos de fenotipo Epitelioide (Figura 
16C). 
 Cuando se compararon los datos del Coeficiente de Transporte de 
Masas y de ultrafiltración según la biocompatibilidad de los líquidos de diálisis 
se obtuvieron unos resultados aparentemente contradictorios. En una 
membrana peritoneal sana y funcional, se esperaría un transporte de solutos 
relativamente bajo (lo que indicaría que al atravesar un soluto la membrana 
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desde la sangre a la cavidad peritoneal, este permanece en el líquido de 
diálisis; mientras que si el transporte el alto, el soluto puede pasar rápidamente 
de vuelta a la sangre, por lo que no se puede eliminar y disminuye la capacidad 
de purificación de sustancias tóxicas en la sangre) y una ultrafiltración alta, 
eliminando el exceso de agua. En nuestros resultados (Figura 16D) tenemos 
precisamente los contrario. En los líquidos biocompatibles, que preservan 
mejor la membrana peritoneal, presentan un transporte (tanto en MTC de urea 
como en el de creatinina) mayor y una ultrafiltración menor que en los líquidos 
bioincompatibles, en los que la membrana estaría más dañada. Resultados 
similares se han obtenido en estudios realizados en pacientes que empleaban 
líquidos biocompatibles (Balance y BicaVera) y bioincompatibles (Stay Safe) 
(Tabla 2)173,174. Sin embargo, hay que señalar que a diferencia de lo que ocurre 
con las soluciones bioincompatibles, todavía no hay estudios en los que esté 
bien caracterizado el comportamiento de la membrana peritoneal frente a los 
líquidos biocompatibles, por lo que futuros trabajos podrían explicar estos 
resultados aparentemente paradójicos. 
 Algo similar ocurre cuando correlacionamos la expresión de cada uno de 
los ARNm con los datos de transporte y ultrafiltración. Tal como se muestra en 
la Tabla 25, con independencia del valor de significación, si nos fijamos en el 
coeficiente de correlación R se comprueba que en el caso de los índices de 
transporte, tanto para urea como para creatinina, la mayoría de la correlaciones 
tienen un valor negativo o inverso, mientras que en el caso de la ultrafiltración 
predominan las correlaciones positivas o directas. Es justamente lo opuesto a 
lo esperado, en que los genes que se inducen durante la MMT deberían 
correlacionar positivamente con el transporte (y los que se reprimen 
inversamente) y negativamente con la ultrafiltración (de forma directa con los 
que se reprimen). Esta discrepancia entre los resultados esperados y los 
obtenidos puede ser debida a la presencia de pacientes en el estudio a los que 
se han tratado con líquidos biocompatibles, que como ya se ha comentado, 
todavía necesitan estudios que muestren claramente el comportamiento de la 
membrana peritoneal a la exposición de estos líquidos. 
 Un dato interesante obtenido al correlacionar todos los ARNm por 
parejas (Tabla 26A), es el poder definir un subconjunto de genes que 
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correlacionan todos ellos entre sí: CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP2, 
THBS1 y VEGFA. Se podrían incluir KDR, que no correlaciona con KRT34 ni 
con THBS1; y THBD, que no correlaciona con KRT34. Así obtenemos una serie 
de buenos candidatos a biomarcadores de la MMT en diálisis peritoneal, 
además de mostrar estos genes una buena correlación con el Índice Elíptico 
(Tabla 26B). 
 
3.2. ANÁLISIS DE PROTEÍNA 
 
 Como siguiente paso en nuestros estudios se procedió a determinar la 
concentración de una serie de proteínas elegidas a partir de los estudios 
previos, concretamente TSP1, VEGF, MMP1, MMP2, COL13A1, CDH13 y 
GREM1, en plasma de pacientes y en sobrenadantes de cultivos de células 
mesoteliales obtenidas a partir de efluentes de pacientes en diálisis peritoneal 
para su correspondiente validación. Otra consideración que se tuvo en la 
selección de estas proteínas es que todas fueron secretables o potencialmente 
secretables al medio extracelular, lo que facilitaría su detección y su uso como 
marcadores clínicos. En plasma, sólo tenemos un resultado significativo en el 
caso del MMP1 (Figura 18A), por lo que este compartimento biológico parece 
no ser el más adecuado para la medición de marcadores peritoneales. Las 
células mesoteliales del peritoneo liberarían estas moléculas a la cavidad 
peritoneal, y parece ser que, bien por su tamaño, como puede ser TSP1 con su 
peso meluclar de 450 KDa175, o por otros motivos, estas moléculas no pasan 
bien al torrente circulatorio, siendo así la cantidad de estas moléculas 
procedentes de las células mesoteliales muy pequeña en plasma. 
 En cambio, en los sobrenadantes de los cultivos celulares TSP1, VEGF, 
MMP2, CDH13 y GREM1 muestran diferencias significativas entre Epitelioides 
y No Epitelioides, indicando así un potencial uso como marcadores (Figura 
18B-F). El que COL13A1 no muestre diferencias significativas puede ser 
debido a que el colágeno 13 es una proteína transmembrana que puede ser 
liberada al medio mediante una furín-proteasa140. Si, por el motivo que sea, el 
colágeno 13 no es liberado, podríamos tener una mayor cantidad de proteína 
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en las células No Epitelioides respecto a las Epitelioides, pero estaría atrapada 
en la membrana, por lo que no se liberaría al medio y no la podríamos detectar 
en los sobrenadantes de los cultivos celulares. 
 Aunque, como hemos visto, es posible detectar estas proteínas en los 
sobrenadantes y distinguir entre células con fenotipo Epitelioide y No 
Epitelioide, desde un punto de vista tanto práctico como clínico, el efluente 
peritoneal es el compartimento ideal para la medición de estos marcadores en 
potencia. Por este motivo, como primera aproximación y para comprobar que 
es posible detectar las proteínas en el efluente y que pueden ser utilizadas 
como marcadores, se realizó la medición de la cantidad de TSP1, VEGF y 
GREM1 en efluentes de pacientes en diálisis peritoneal (Figuras 18-20). 
 Tanto TSP1 como VEGF en efluente diferencian muy bien, y de forma 
muy significativa, entre los fenotipos Epitelioide y No Epitelioide, además de 
aumentar su expresión según aumenta el Índice Elíptico, es decir, según la 
célula adquiere una morfología más alargada. Por esto, podríamos considerar 
estas dos proteínas como buenos marcadores del proceso de MMT en diálisis 
peritoneal, pues su determinación a partir de los efluentes nos diferencian entre 
un estado temprano y otro más tardío del proceso de transición, y reflejan la 
integridad de la membrana peritoneal. 
 Si consideramos el estado funcional de la membrana, TSP1 y VEGF 
muestran una clara diferencia significativa entre los pacientes bajo-
transportadores (Cr-MTC<11) y los alto-transportadores (Cr-MTC>11), siendo 
ambas proteínas más expresadas en éste último caso. Los pacientes alto-
transportadores son aquellos que realizan un intercambio rápido de los solutos 
de pequeño tamaño, por lo que están pasando de la sangre al líquido de 
diálisis y de este de nuevo a la sangre y por tanto no son eliminados al extraer 
el efluente de la cavidad peritoneal. Además, este alto transporte es 
responsable de la pérdida del gradiente osmótico, perdiéndose por tanto la 
capacidad dializadora. De esta forma, TSP1 y VEGF en el efluente pueden ser 
indicares del transporte peritoneal, siendo que a mayor cantidad de estas 
proteínas, el transporte es más rápido y no se eliminan los solutos, perdiendo 
eficacia el tratamiento. 
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 Ya establecido que tanto TSP1 como VEGF son moléculas indicadoras 
de daño peritoneal, pues una mayor cantidad de proteína indica que está más 
avanzado el proceso de la MMT y más rápido es el transporte, al comparar su 
expresión en los líquidos bioincompatibles y los biocompatibles vemos que 
estos últimos expresan menor cantidad de estas proteínas, mostrando TSP1 
una tendencia significativa y VEGF es claramente significativo. Esto concuerda 
con los visto en otros estudios173,174, en que los líquidos biocompatibles con 
menos dañinos para el peritoneo. 
 En cuanto a GREM1, es el gen más inducido en los estudios de 
microarrays, tanto en las células Epitelioides como No Epitelioides, y aunque 
no muestras diferencias significativas entre estos grupos a nivel de ARNm, sí 
que los hace en los sobrenadantes de los cultivos celulares. Sin embargo, en 
los efluentes no muestra tal diferencia en nuestras estudios y aunque respecto 
al transporte sí que es significativa la diferencia entre los pacientes con Cr-
MTC<11 y Cr-MTC>11, obtenemos que GREM1 es mayor en Cr-MTC<11, lo 
cual iría en contra de lo esperado. Es más, hay un trabajo publicado en el que 
muestran una correlación positiva entre GREM1 en el efluente y el 
transporte143. Es posible que nuestros datos contradictorios sean debido a la 
baja N de la que disponemos, siendo esperable que si la aumentamos 
obtendríamos unos resultados similares a los ya publicados. Sin embargo, 
parece claro que GREM1 interviene en el desarrollo de la MMT, pues su 
silenciamento hace que disminuyan FN y COL1, marcadores inducidos durante 
la MMT. 
 En resumen y para finalizar, con todos los datos expuestos hasta el 
momento, tanto TSP1 como VEGF medido en efluentes peritoneales serían 
unos buenos biomarcadores de MMT inducido en diálisis peritoneal y del 
estado dicho proceso, del daño de membrana y del estado funcional de la 
membrana peritoneal, al menos en el caso del transporte de pequeños solutos, 
mientras que GREM1 sería un biomarcador de MMT, mostrando únicamente 
que se está desarrollando la transición, pero sin mostrar la etapa, temprana o 
tardía, en la que se encuentra. 
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1. La MMT es un proceso en el que predomina la represión de genes y en 
el que el número  genes diferencialmente expresados es mayor en el 
fenotipo No Epitelioide, indicando una mayor diferencia en la expresión 
génica según avanzamos en la MMT. 
2. Existe un solapamiento parcial en los genes expresados 
diferencialmente entre los modelos “in vitro” y “ex vivo”, indicando que la 
MMT es un proceso dependiente del ambiente biológico y del contexto 
en el que se realice. 
3. La huella genética determinada mediante microarrays sirve para 
distinguir o clasificar entre una etapa temprana (fenotipo Epitelioide) y 
estados más avanzados (fenotipo No Epitelioide) de la MMT. 
4. Los ARNm de CD44, CDH13, COL6A3, COL13A1, KRT34, MMP1, 
TFPI2, THBS1, VEGFA, CDH1, KDR y THBD muestran una diferencia 
significativa en su expresión entre los fenotipos Epitelioide y No 
Epitelioide. Un subgrupo de estos mismos ARNm también tiene una 
expresión distinta al considerar la biocompatibilidad de los líquidos de 
diálisis, por lo que pueden ser buenos marcadores del desarrollo de 
MMT y del estado de la membrana peritoneal. 
5. Las proteínas TSP1 y VEGF en los efluentes peritoneales pueden ser 
biomarcadores de MMT y daño peritoneal, pues se expresan de distinta 
forma tanto si consideramos los fenotipos Epitelioide y No Epitelioide, el 
Cr-MTC y la biocompatibilidad de los líquidos de diálisis. GREM1 puede 
ser un biomarcador de MMT, incluso ser una molécula importante para 
este proceso biológico. 
6. Consideramos que CDH13, COL6A3, COL13A1, MMP1, GREM1, TSP1 
y VEGF tienen el potencial suficiente para ser buenos biomarcadores de 
MMT y que pueden ser empleados en el desarrollo de un chip de 
diagnóstico y seguimiento del estado funcional de la membrana 
peritoneal en pacientes sometidos en PD con el objetivo de mejorar 
dicho tratamiento. 
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1. RESULTADOS DE LAS VALIDACIONES TÉCNICAS DE LOS 
MICROARRAYS 
 
 Los primeros resultados que se obtuvieron en estos estudios estuvieron 
orientados a la validación y correcta aplicación de las distintas técnicas 
empleadas, así como en determinar la calidad de las muestras y del trabajo 
realizado. 
 Como se demuestra a continuación, todas las muestras, tanto las 
obtenidas de omentos como de pacientes en diálisis peritoneal, presentaban 
una calidad adecuada para los estudios de microarrays y todas las técnicas 
fueron llevadas a cabo de forma correcta y pertinente. 
 
1.1. ESTUDIOS “in vitro” 
 
 Todos los cultivos de células de omento lisados en Pharmakine S.L. 
tuvieron una concentración superior a 2 µg/µl en todas las muestras y la 
integridad, medida mediante el ratio 28S/18S, fue superior a 1,7. Mediante 
electroforesis capilar en Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) se evaluó la 
calidad del ARN marcado. En todos los casos se encontró que la concentración 
obtenida fue superior a 180 ng/µl y la actividad específica se encontraba dentro 
del rango de 10-20 pg fluorocromo/mg de ARN. 
 En la hibridación 251239148101 se encontró que tenía un porcentaje de 
intensidad en el percentil 99 más bajo que el resto de las hibridaciones, 16.000 
frente a 20-30.000 del resto, siendo también el número de puntos rojos y 
verdes detectados inferior respecto los demás casos, aproximadamente 2.000 
frente a los 5.000 detectados en su réplica. También se encontró un menor 
número de puntos detectados, respecto a su réplica, en la hibridación 
251239151478, 4.000 puntos frente a 6.000 (Ver Tabla 5 en Materiales y 
Métodos). 
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1.2. ESTUDIOS “ex vivo” 
 
1.2.1. VALIDACIONES DE LOS CONTROLES DE OMENTO 
 
 Los datos obtenidos al determinar la cantidad y calidad de los ARNs 
utilizados para la formación de un pool control, mediante Bioanalyzer 2100, 
fueron (Tabla 27): 
 
Muestra 
Bioanalyzer 2100 
RIN ng/µl 28S/18S 
Omento 1 9,9 585 1,6 
Omento 2 9,9 829 2 
Omento 3 10 435 2 
Omento 4 9,6 679 1,7 
Tabla 27: Resultados obtenidos al medir la calidad y cantidad de los ARNs usados como 
control en los estudios “ex vivo”. 
 
Muestra 
ARNt de 
partida (ng) 
ARNc (ng/µl) 
ARNc total 
(ng) 
Actividad 
Específica 
(pmol/µg) 
Control 1-Cy5 585 298,20 8.051,40 16,33 
Control 2-Cy3 829 587,50 15.862,50 11,83 
Control 2-Cy5 829 503,81 13.602,87 16,04 
Control 3-Cy5 435 466,36 12.591,72 16,43 
Control 4-Cy3 679 637,85 17.221,95 12,76 
Control 4-Cy5 679 453,14 12.234,78 16,09 
Tabla 28: Resultado de marcaje y amplificación de las muestras control en los estudios “ex 
vivo”. Las muestras señaladas en rojo fueron marcadas con Cy5 y en verde con Cy3. 
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 Al evaluar el rendimiento y la actividad específica de cada fluoróforo en 
las muestras utilizadas para la formación del pool de omentos control, se 
obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 28. 
 Dado que se dio una concordancia aceptable (40% y 60%) entre las 
hibridaciones tanto directas como inversas entre los genes sobre-expresados e 
infra-expresados, se utilizó una sola hibridación para evaluar la variabilidad 
interindividual de los controles. Aun así, para aumentar la confianza estadística, 
las muestras procedentes de los pacientes se hibridaron por duplicado (directa 
e inversa), siendo el resultado combinado de ambas el utilizado en el análisis y 
la selección de genes. 
 Mediante el programa Genespring se determinó el número de genes 
diferencialmente expresados en los Omentos 1, 3, y 4 respecto al Omento 2. 
Dado que las diferencias transcripcionales entre los distintos omentos no 
superaban el 5% (Tabla 29, columna de % Genes alterados), se aceptó que la 
variabilidad interindividual entre ellos era baja y se podrían utilizar para la 
formación de un pool equimolecular que sería utilizada como control en los 
estudios “ex vivo”. 
 
Hibridaciones 
Alteraciones Transcripcionales 
Genes 
inducidos  
% Genes 
inducidos
Genes 
reprimidos 
% Genes 
reprimidos 
% Genes 
alterados
Omento 1 vs 
Omento 2 
1201 2,92 202 0,49 3,41 
Omento 3 vs 
Omento 2 
570 1,39 148 0,36 1,75 
Omento 4 vs 
Omento 2 
648 1,58 238 0,58 2,16 
Tabla 29: Variabilidad interindividual de los controles de omento. Todas las muestras presentan 
un porcentaje de variación respecto al omento 2 menor del 5%, por lo que son muestras 
aceptablemente homogéneas. Inducido, ratio≥2; reprimido, ratio≤0,5. 
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1.2.2. VALIDACIONES DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES EN 
DIÁLISIS PERITONEAL 
 
 Los resultados obtenidos en la evaluación y el rendimiento de los 
fluoróforos, así como de la cantidad de ARN enviado a Pharmakine S.L. fue la 
siguiente (Tabla 30): 
 
Muestra 
Fenotipo 
celular 
ARN (ng/µl) 
en 20 µl 
A260/A280
Bioanalyzer 
RIN ng/µl 28S/18S
Pool Omento ______ ______ 10 427 2 
HLP1  Epitelioide 1196,6 1,7 9,6 522 1,7 
HLP2  Epitelioide  268,94 1,84 9,7 78 1,7 
HLP3  Epitelioide  733,38 1,67 9,3 347 1,7 
HLP6  Epitelioide  1066,31 1,7 9,9 333 1,6 
HLP7  Epitelioide  1259,22 1,91 9,4 685 1,6 
HLP8  Epitelioide  983,95 1,58 9,8 161 1,7 
HLP15  Epitelioide  336,53 1,98 9,4 285 1,7 
HLP17  Epitelioide  674,3 1,83 9,6 420 1,9 
HLP19  Epitelioide  800,57 2,06 9,7 400 1,9 
HLP5  No Epitelioide 1348,73 1,5 9,5 86 1,8 
HLP10  No Epitelioide  1051,09 1,68 9,6 286 1,8 
HLP11  No Epitelioide  421,89 2 9,5 328 1,7 
HLP12  No Epitelioide  727,02 1,94 9,4 583 1,7 
HLP13  No Epitelioide  339,32 1,96 9,5 230 1,7 
HLP14  No Epitelioide  131,95 1,87 9 89 1,5 
HLP20  No Epitelioide  315,71 1,98 9,6 405 2 
HLP22  No Epitelioide  511,26 1,99 9,6 435 1,7 
HLP23  No Epitelioide  462,91 2,01 9,7 479 1,8 
Tabla 30: Resultados obtenidos al medir la calidad y cantidad de los ARNs de las muestras de 
pacientes en los estudios “ex vivo”. 
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 Los datos obtenidos al evaluar el rendimiento y la actividad específica de 
cada fluoróforo en las muestras obtenidas de pacientes se muestran en la 
Tabla 31: 
Muestra ARNt de partida (ng) 
ARNc 
(ng/µl) 
ARNc total 
(ng) 
Actividad Específica 
(pmol/µg) 
Pool Control-Cy3 (I) 427 233,95 13.335,20 10,3 
Pool Control-Cy3 (II) 427 564,65 15.245,55 14,03 
Pool Control-Cy5 (I) 427 197,31 11.246,70 13,43 
Pool Control-Cy5 (II) 427 552,12 14.907,24 14,56 
HLP1-Cy3 549 210,2 5.675,40 8,9 
HLP1-Cy5 549 171,1 4.619,70 13,4 
HLP2-Cy3 977 112,9 3.048,30 7 
HLP2-Cy5 977 117 3.159 12,2 
HLP3-Cy3 660 151,5 4.090,50 8,7 
HLP3-Cy5 660 152,2 4.109,40 12,2 
HLP6-Cy3 641 98,7 2.664,90 8,2 
HLP6-Cy5 641 118,8 3.207,60 12,4 
HLP7-Cy3 685 364,4 9.838,80 10,1 
HLP7-Cy5 685 467,8 12.630,60 13,8 
HLP8-Cy3 322 75 2.025 8,5 
HLP8-Cy5 322 124,4 3.358,80 11,8 
HLP15-Cy3 570 508,7 13.734,90 11 
HLP15-Cy5 570 428,3 11.564,10 14,8 
HLP17-Cy3 420 207,9 5.613,30 8,5 
HLP17-Cy5 420 284 7.668 10,5 
HLP19-Cy3 400 134,8 6.639,60 10,53 
HLP19-Cy5 400 134,8 6.639,60 13,57 
HLP5-Cy3 655 33,5 904,5 7,2 
HLP5-Cy5 655 36 972 11,1 
HLP10-Cy3 572 104,7 2.826,90 9,7 
HLP10-Cy5 572 211,1 5.699,70 9,4 
HLP11-Cy3 656 464,7 12.546,90 9,8 
HLP11-Cy5 656 455,1 12.287,70 12 
HLP12-Cy3 583 430,2 11.615,40 10,1 
HLP12-Cy5 583 340,7 9.198,90 11,9 
HLP13-Cy3 460 371,6 10.033,20 9,4 
HLP13-Cy5 460 441,3 11.915,10 11,5 
HLP14-Cy3 267 206,9 5.586,30 9,2 
HLP14-Cy5 267 169,3 4.571,10 10,5 
HLP20-Cy3 405 215,1 5.807,70 9,1 
HLP20-Cy5 405 208,4 5.626,80 11,4 
HLP22-Cy3 435 202,7 5.472,90 7,89 
HLP22-Cy5 435 193,8 5.232,60 14,29 
HLP23-Cy3 479 178,8 4.827,60 12,14 
HLP23-Cy5 479 242,2 6.539,40 13,54 
Tabla 31: Resultado de marcaje y amplificación de las muestras de pacientes en los estudios 
“ex vivo”. Las muestras señaladas en rojo fueron marcadas con Cy5 y en verde con Cy3. 
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 A partir del escaneado de las imágenes obtenidas en cada una de la 
hibridaciones en los microarrays, se obtuvieron los datos empleados en el 
análisis de expresión diferencial e identificación de clusters mediante el 
software libre Babelomics. 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 2: 
Genes diferencialmente expresados 
en los estudios de microarrays 
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Anexo 2: Reprimidos No Epitelioide vs Epitelioide 
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Anexo 2: Reprimidos in vitro 
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Anexo 2: Reprimidos in vitro 
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Blocking TGF-1 Protects the Peritoneal Membrane
from Dialysate-Induced Damage
Jesu´s Loureiro,* Abelardo Aguilera,* Rafael Selgas,† Pilar Sandoval,* Patricia Albar-Vizcaíno,*
María Luisa Pe´rez-Lozano,* Vicente Ruiz-Carpio,* Pedro L. Majano,*‡ Santiago Lamas,§
Fernando Rodríguez-Pascual,§ Francisco Borras-Cuesta, Javier Dotor,¶ and
Manuel Lo´pez-Cabrera*‡§
*Unidad de Biología Molecular and Servicio de Nefrología, Hospital Universitario de la Princesa, Instituto de
Investigacio´n Sanitaria Princesa (IP), Madrid, Spain; †Servicio de Nefrología, Hospital Universitario La Paz, Instituto
de Investigacio´n Sanitaria la Paz (IdiPAZ), Madrid, Spain; ‡CIBERehd, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain;
§Centro de Biología Molecular-Severo Ochoa, CSIC-UAM, Cantoblanco, Madrid, Spain; Centro de Investigacio´n
Me´dica Aplicada (CIMA), Area de Terapia Ge´nica y Hepatología, Universidad de Navarra, Pamplona, Spain; and
¶Digna Biotech, Madrid, Spain
ABSTRACT
During peritoneal dialysis (PD), mesothelial cells undergo mesothelial-to-mesenchymal transition (MMT), a
process associated with peritoneal-membrane dysfunction. Because TGF-1 can induce MMT, we evaluated
the efficacy of TGF-1-blocking peptides in modulating MMT and ameliorating peritoneal damage in a
mouse model of PD. Exposure of the peritoneum to PD fluid induced fibrosis, angiogenesis, functional
impairment, and the accumulation of fibroblasts. In addition to expressing fibroblast-specific protein-1
(FSP-1), some fibroblasts co-expressed cytokeratin, indicating their mesothelial origin. These intermediate-
phenotype (Cyto/FSP-1) fibroblasts had features of myofibroblasts with fibrogenic capacity. PD fluid
treatment triggered the appearance of CD31/FSP-1 and CD45/FSP-1 cells, suggesting that fibroblasts
also originate from endothelial cells and from cells recruited from bone marrow. Administration of blocking
peptides significantly ameliorated fibrosis and angiogenesis, improved peritoneal function, and reduced the
number of FSP-1 cells, especially in the Cyto/FSP-1 subpopulation. Conversely, overexpression of
TGF-1 in the peritoneumby adenovirus-mediated gene transfer led to amarked accumulation of fibroblasts,
most of which derived from the mesothelium. Taken together, these results demonstrate that TGF-1 drives
the peritoneal deterioration induced by dialysis fluid and highlights a role of TGF-1-mediated MMT in the
pathophysiology of peritoneal-membrane dysfunction.
J Am Soc Nephrol 22: 1682–1695, 2011. doi: 10.1681/ASN.2010111197
Peritoneal dialysis (PD) is an alternative treatment of
end-stage renal disease and is based on the use of the
peritoneum as a semipermeable membrane across
whichultrafiltration anddiffusion takeplace.1,2 Expo-
sure to nonphysiologic PD solutions and episodes of
infection cause damage to the peritoneal membrane,
which undergoes submesothelial fibrosis, angiogene-
sis, and hyalinizing vasculopathy.3–8 These morpho-
logic alterations are associated with increased rates of
small-solute transport and with ultrafiltration dys-
function of the peritoneal membrane.3,5–8 Inflamma-
tory cells and pathologic fibroblasts, especially myofi-
broblasts, are considered to bemainly responsible for
peritonealmembrane deterioration during long-term
PD.3,9,10 Peritoneal myofibroblastsmay have at least a
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Carcinoma-associated fibroblasts derive from mesothelial cells via
mesothelial-to-mesenchymal transition in peritoneal metastasis
Pilar Sandoval,1 Jose Antonio Jime´nez-Heffernan,2 A´ngela Rynne-Vidal,1 Marı´a Luisa Pe´rez-Lozano,1 A´lvaro
Gilsanz,1 Vicente Ruiz-Carpio,1 Raquel Reyes,1 Julio Garcı´a-Bordas,3 Konstantinos Stamatakis,1 Javier Dotor,4
Pedro L Majano,5 Manuel Fresno,1 Carlos Caban˜as1 and Manuel Lo´pez-Cabrera1*
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Abstract
Peritoneal dissemination is a frequent metastatic route for cancers of the ovary and gastrointestinal tract.
Tumour cells metastasize by attaching to and invading through the mesothelial cell (MC) monolayer that lines
the peritoneal cavity. Metastases are influenced by carcinoma-associated fibroblasts (CAFs), a cell population
that derives from different sources. Hence, we investigated whether MCs, through mesothelial–mesenchymal
transition (MMT), were a source of CAFs during peritoneal carcinomatosis and whether MMT affected the
adhesion and invasion of tumour cells. Biopsies from patients with peritoneal dissemination revealed the presence
of myofibroblasts expressing mesothelial markers in the proximity of carcinoma implants. Prominent new vessel
formation was observed in the peritoneal areas harbouring tumour cells when compared with tumour-free regions.
The use of a mouse model of peritoneal dissemination confirmed the myofibroblast conversion of MCs and the
increase in angiogenesis at places of tumour implants. Treatment of omentum MCs with conditioned media from
carcinoma cell cultures resulted in phenotype changes reminiscent of MMT. Adhesion experiments demonstrated
that MMT enhanced the binding of cancer cells to MCs in a β1-integrin-dependent manner. Scanning electron
microscopy imaging showed that the enhanced adhesion was mostly due to increased cell–cell interaction and
not to a mere matrix exposure. Invasion assays suggested a reciprocal stimulation of the invasive capacity of
tumour cells and MCs. Our results demonstrate that CAFs can derive from mesothelial cells during peritoneal
metastasis. We suggest that MMT renders the peritoneum more receptive for tumour cell attachment/invasion
and contributes to secondary tumour growth by promoting its vascularization.
Copyright  2013 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction
Tumours originating adjacent to the peritoneal cav-
ity, such as ovarian or colorectal cancers, frequently
disseminate via a trans-coelomic route to develop peri-
toneal metastases, which evolve very rapidly and cor-
relate with poor prognosis [1,2]. Surgery is inefficient
to render patients free of disease, resulting in low sur-
vival rates [3,4]. In peritoneal metastasis, cancer cells
detached from the primary tumour are transported by
peritoneal fluid and spread locally to colonize the peri-
toneum [1,2]. The organization of the peritoneum is
simple; a single layer of mesothelial cells (MCs) lines
a compact region that is composed of connective tis-
sue with a few fibroblasts, mast cells, macrophages
and vessels. MCs may acquire a myofibroblast-like
phenotype, through an epithelial–mesenchymal tran-
sition (EMT)-like process, during inflammatory and
repair responses, e.g. peritoneal damage induced by
dialysis fluid [5,6]. MCs share characteristics with
both epithelial and endothelial cells, which may
undergo EMT and endothelial–mesenchymal transi-
tion (EndMT), respectively. Thus, it has been pro-
posed to rename the myofibroblast conversion of MCs
that takes place in different organs with a more
appropriate term: mesothelial–mesenchymal transition
(MMT) [7–11]. MMT is characterized by an increase
in the invasive capacity of MCs, which allows them
to invade the peritoneal compact zone. Mesenchymal
MCs acquire the capacity to synthesize inflammatory
Copyright  2013 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2013; 231: 517–531
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